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A Mis Padres 
 
A mi Abuelo, aunque no me haya esperado
  
 
 
 
Ahora necesito más que nunca 
mirar al cielo. Ya sin fe y sin nadie, 
tras este seco mediodía, alzo 
los ojos. Y es la misma verdad de antes, 
aunque el testigo sea distinto. Riesgos 
de una aventura sin leyendas ni ángeles, 
ni siquiera ese azul que hay en mi patria. 
Vale dinero respirar el aire, 
alzar los ojos, ver sin recompensa, 
aceptar una gracia que no cabe 
en los sentidos pero les da nueva 
salud, los aligera y puebla. Vale 
por mi amor este don, esta hermosura 
que no merezco ni merece nadie. 
Hoy necesito el cielo más que nunca. 
No que me salve, sí que me acompañe. 
 
Claudio Rodríguez 
 
 
 
 
 
 
 
Qué cosa fuera la maza sin cantera 
              Silvio Rodríguez 
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1. GENERO Mycobacterium 
El  complejo  Mycobacterium  tuberculosis  y  el  complejo  Mycobacterium  avium 
(Mycobacterium  avium  complex, MAC),  también  llamado Mycobacterium  avium‐intracellulare 
(MAI), pertenecen al género Mycobacterium. Según  la segunda edición del Bergey’s Manual of 
Systematic  Bacteriology,  dicho  género  está  encuadrado  en  el  phylum  Actinobacteria,  clase 
Actinobacteria, orden Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia Mycobaceriaceae. 
En  el  género Mycobacterium  se  encuentran  descritas  bacterias  saprofitas,  patógenos 
oportunistas y patógenos estrictos del hombre y los animales. Las características fundamentales 
compartidas  por  todos  los miembros  de  este  género  son  su  forma  bacilar,  la  ácido‐alcohol 
resistencia  (debida  a  su  pared  de  ácidos  micólicos),  la  aerobiosis,  la  inmovilidad  y  su 
imposibilidad para formar esporas. 
Se  han  elaborado  numerosas  clasificaciones  de  este  género  a  lo  largo  de  los  años, 
atendiendo primero a características fenotípicas, patogenicidad y, desde finales del siglo pasado, 
a  los genotipos. La clasificación más  intuitiva y de más fácil aplicación es aquella que divide  las 
micobacterias  en  no  cultivables  o  difícilmente  cultivables  (M.  leprae  y M.  lepraemurium)  y 
cultivables.  Dentro  de  estas  últimas  se  establece  una  subdivisión  en  micobacterias  de 
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crecimiento  rápido  (aquellas que dan  lugar a colonias visibles en medios de cultivo sólidos en 
menos de 7 días) y las de crecimiento lento (las que tardan más de 7 días en producir colonias 
visibles en medio sólido). Esta subdivisión basada en la capacidad de crecimiento se confirma al 
secuenciar el gen que codifica el ácido ribonucleico ribosómico (ARNr) 16S de las micobacterias: 
mientras que casi  todas  las micobacterias de crecimiento  lento poseen una sola copia del gen 
ARNr  16S  [excepto M.  terrae  (Ninet et al.,  1996)  y M.  celatum  (Reischl et al.,  1998)],  las de 
crecimiento  rápido, excepto M. chelonae y M. abscessus, presentan dos  copias  (Tortoli et al., 
2004).  El  análisis de  la  secuencia de  este  gen,  así  como de  la  conformación de  su  estructura 
secundaria, ha sido  la herramienta más utilizada para  los estudios  taxonómicos y  filogenéticos 
del género  (pág. 59). Así, además de diferenciar  los dos grandes grupos determinados por  su 
velocidad de crecimiento, también subdivide  las micobacterias de crecimiento  lento basándose 
en la estructura de la hélice 18 (Stahl y Urbance, 1990; Tortoli, 2003; Tortoli, 2006) (Figuras 1, 2 y 
3). 
Dentro del grupo de micobacterias de crecimiento rápido se encuentran  la mayoría de 
especies  saprofitas  de  vida  libre,  ampliamente  distribuidas  en  el  medio  ambiente.  Con 
frecuencia son llamadas “micobacterias ambientales”, “micobacterias atípicas” o “micobacterias 
no  tuberculosas”,  si bien este último  término  también puede aplicarse a algunas bacterias de 
crecimiento  lento.  Algunas  especies  bacterianas  de  este  grupo  han  adquirido  una  mayor 
relevancia en las últimas décadas debido a su capacidad para producir infecciones en la especie 
humana,  especialmente  en  pacientes  inmunodeprimidos.  Desde  el  punto  de  vista  de  Salud 
Pública, las micobacterias de crecimiento rápido de mayor importancia pertenecen a los grupos 
Mycobacterium fortuitum, M. chelonae/abscessus y M. smegmatis (Brown‐Elliott y Wallace, Jr., 
2002).  
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2. COMPLEJO avium 
El complejo Mycobacterium avium (Mycobacterium avium complex, MAC) comprende, a 
diferencia del complejo M. tuberculosis, especies con un mayor grado de divergencia genética y 
que  presentan  importantes  diferencias  fenotípicas  entre  ellas.  Las  características  más 
sobresalientes comunes a  todos sus miembros son su ácido‐alcohol  resistencia, el crecimiento 
lento  y  la  producción  de  un  pigmento  amarillo  en  ausencia  de  luz  (Inderlied et al.,  1993). 
Tradicionalmente este complejo agrupaba dos especies, Mycobacterium avium y Mycobacterium 
intracellulare,  que  no  podían  ser  diferenciadas  mediante  técnicas  bioquímicas  o  por  su 
comportamiento en el cultivo in vitro (Meissner et al., 1974). En un primer momento se agrupó 
también  la  especie Mycobacterium  scrofulaceum  dentro  de  este  complejo  (llamado  entonces 
MAIS),  si  bien  posteriormente  quedó  establecido  de  forma  inequívoca  que  dicha  especie  no 
tiene una relación con M. avium o M. intracellulare que lo justifique, por lo que ya no se acepta 
como miembro de MAC. 
Schaefer  y  colaboradores  desarrollaron  en  1965  un  sistema  de  seroaglutinación, 
realizada con células completas y suero policlonal obtenido en conejos, que permitía dividir el 
complejo en 15 serovares (Schaefer, 1965). Los serovares 1 y 2 fueron definidos en un principio 
como M. avium,  ya que  las  cepas pertenecientes a éstos eran virulentas al  ser  inoculadas en 
pollos. Poco después se añadió un nuevo serovar de cepas virulentas, el número 3 (Marks et al., 
1969).  Los  serovares  4‐6  y  8‐11  se  denominaron  MAC  “intermedios”,  pues  solo  producían 
lesiones  locales en  los puntos de  inoculación al ser  inyectados en pollos. El resto de serovares, 
totalmente avirulentos para  los pollos, se consideraron propios de M.  intracellulare. El número 
de  serovares  pertenecientes  a M.  intracellulare  fue  aumentando  (Wolinsky,  1979),  siendo  la 
naturaleza de alguno de estos serovares difícil de determinar. A principios de los 90 se consideró 
de forma unánime que los serovares 1‐6, 8‐11 y 21 eran propios de M. avium, mientras que el 7, 
12‐20, 23 y 25 se adjudicaban a M.  intracellulare; la especie dominante de otros serovares (21, 
24, 26 y 28) es sin embargo difícil de precisar (Saito et al., 1990; Wayne et al., 1993). 
El  rápido  avance  en  el  conocimiento  del  ADN  de  las  micobacterias  permitió  la 
diferenciación  de  estas  dos  especies  mediante  técnicas  moleculares  más  fácilmente 
reproducibles  (Rogall et al.,  1990).  Al  observar  las  propiedades  fenotípicas  de  los  distintos 
aislados  que  quedaban  englobados  en  la  especie M.  avium  se  observó  que  había  una  gran 
heterogeneidad: si bien todas estas cepas presentaban una igualdad de más del 90% al realizar 
técnicas de hibridación ADN‐ADN,  lo que parece  indicar que pertenecen a una misma especie 
bacteriana (Saxegaard et al., 1988; Saxegaard y Baess, 1988), exhibían marcadas diferencias en 
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lo referente a su patogenicidad, su velocidad y requerimientos de cultivo in vitro y su preferencia 
de hospedador. Un estudio detallado de estas características  fenotípicas y un análisis de ADN 
mediante restricciones enzimáticas permitió finalmente la subdivisión de la especie M. avium en 
varias subespecies. Así, en 1990 se establecieron  tres subespecies: M. avium subsp. avium, M. 
avium  subsp. paratuberculosis  (Map) y M. avium  subsp.  silvaticum  (Thorel et al., 1990). En el 
año 2002  se definió una nueva especie, M. avium  subsp. hominissuis, que agrupaba  las cepas 
pertenecientes  a  M.  avium  subsp.  avium  aisladas  con  mayor  frecuencia  de  hospedadores 
humanos  y  porcinos  y  del  medio  ambiente,  y  que  tenían  unas  características  fenotípicas  y 
genotípicas diferentes de los aislados de aves (o “bird‐type”) (Mijs et al., 2002).  
Pero,  además  de  las  especies  enumeradas  hasta  ahora,  se  ha  definido  un  complejo 
grupo de aislados que, si bien son clasificados como MAC por algunas técnicas [como las sondas 
comerciales  de ADN  Accu‐Probe  (Gen‐Probe,  California,  EEUU)],  no  pueden  ser  asignados  de 
forma  inequívoca a ninguna especie. Este grupo, que  fue  llamado  cluster X,  “no específico” o 
MAIX  (Viljanen et al., 1993) ha  sido objeto de  varios  estudios mediante distintas  técnicas de 
biología molecular en  los últimos 20 años, especulándose con  la posibilidad de que contuviera 
nuevas especies de micobacterias (Rogall et al., 1990; Frothingham y Wilson, 1993; Viljanen et 
al., 1993; Frothingham y Wilson, 1994; Soini et al., 1996). Ha sido en  la última década cuando, 
merced  al  progresivo  conocimiento  del  cluster  X,  se  han  definido  dos  nuevas  especies:  M. 
chimaera (Tortoli et al., 2004) y M. colombiense (Murcia et al., 2006).  
Antes  de  entrar  a  describir  con  mayor  detenimiento  cada  una  de  las  especies  y 
subespecies  mencionadas  anteriormente,  conviene  destacar  una  vez  más  la  grandísima 
variabilidad genética que se ha ido describiendo en el último cuarto de siglo dentro del complejo 
M. avium. En este sentido,  la heterogeneidad genética de MAC se asemeja más a  la observada 
en  E.  coli  que  a  la  de M.  tuberculosis  (Turenne et al.,  2007).  Por  tanto,  seguir  describiendo 
aislados  clínicos  como  pertenecientes  a  MAC  o  incluso  como  M.  avium  resulta  del  todo 
inadecuado ya que, aunque el tratamiento antibiótico para todas las especies de MAC es similar 
(Beggs et al., 2000),  supone prescindir de una  información necesaria  a  la hora de  valorar  las 
conclusiones  de  los  trabajos  de  investigación.  El  hecho  de  que  tradicionalmente  no  se 
estableciera la subespecie de M. avium de la que se hablaba mediante serotipificación o análisis 
de ADN en numerosos estudios hace que sea difícil interpretar sus resultados a posteriori, lo que 
redunda en una pérdida de información muy valiosa.  
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2.1. Mycobacterium intracellulare 
A pesar de haber  sido definida  como  especie distinta de M. avium  en 1967  (Runyon, 
1967), ha sido objeto de menos estudios que  las subespecies de  la anterior. La dificultad para 
diferenciar  las  dos  especies  de MAC mediante  tests  de  cultivo  o  bioquímicos  ha  hecho  que 
tradicionalmente  se definieran muchos  aislados  como  “pertenecientes  al  complejo M. avium‐
intracellulare”, haciendo difícil  la  interpretación de  los  resultados en  función de  la especie. El 
desarrollo  de  sondas  de  ADN  específicas  para  cada  especie  hace  mucho  más  simple  la 
identificación, aunque hay aislados que pueden no reaccionar a ninguna de ellas, complicando la 
valoración de  los  resultados  (Saito et al., 1990). En  la actualidad  todavía hay muchos  trabajos 
que  identifican  sus aislados como pertenecientes a MAC, ya que  los  sistemas comerciales  son 
caros, y el tratamiento es el mismo para todas las infecciones (Beggs et al., 2000). La cepa tipo 
de  esta  especie,  ATCC  13950,  procede  de  un  niño  fallecido  por  una  infección  diseminada 
(Cuttino y McCabe, 1949). 
A  pesar  de  la  similitud  fenotípica  con M.  avium,  el  estudio  de  su  ADN  ha  revelado 
diferencias significativas en casi todas las dianas moleculares estudiadas, mostrando además una 
considerable  variabilidad  intraespecífica  (ver  caracterización  molecular  del  complejo  avium, 
págs. 59‐86). No se han detectado secuencias de  inserción específicas de esta especie, aunque 
en ocasiones  sí  se han obtenido  resultados positivos empleando  sondas para  la detección de 
elementos propios de M. avium como IS1245 (Beggs et al., 2000; Keller et al., 2002). 
  Se  han  identificado  aislados  de  M.  intracellulare  de  varias  especies  animales,  tanto 
domésticas como salvajes, en ocasiones causando procesos clínicos graves (Moore et al., 1971; 
Fleischman et al.,  1982;  Ritacco et al.,  1998;  Oloya et al.,  2007;  Schrenzel et al.,  2008; 
Machackova et al., 2003), aunque no es un patógeno habitual en veterinaria, y su virulencia en 
aves es muy inferior a la de M. avium (Tell et al., 2001). En humanos es un patógeno relevante, 
capaz de provocar cuadros clínicos similares a los de M. avium subsp. hominissuis; curiosamente, 
parece  afectar  en  menor  medida  a  los  pacientes  infectados  de  VIH  que  ésta  subespecie 
(Guthertz et al.,  1989;  Wayne  y  Sramek,  1992;  Beggs et al.,  2000),  si  bien  esto  puede 
representar diferencias en  la distribución geográfica de  los aislados  (Inderlied et al., 1993). Al 
igual  que  en  el  caso  de M.  avium,  la  fuente  de  infección  puede  ser  ambiental,  ya  que  esta 
micobacteria  ha  sido  aislada  repetidas  veces  a  partir  de  muestras  de  agua  en  distintas 
localizaciones (Covert et al., 1999; Aronson et al., 1999; Le Dantec C. et al., 2002; Pryor et al., 
2004; Vaerewijck et al., 2005) y puede resistir la cloración (Falkinham, III, 2003a).  
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2.2. Mycobacterium avium subsp. avium 
Es  la  especie  causal  de  la  tuberculosis  aviar,  aunque  también  puede  infectar  otras 
especies animales, incluyendo el hombre. La cepa tipo es la ATCC 25291, aislada de una gallina. 
Los aislados que pertenecen a esta especie eran llamados anteriormente “de tipo aviar” (“bird‐
type”). A diferencia de M. avium subsp. hominissuis, todas  las cepas de esta especie muestran 
un genotipo y un fenotipo bastante homogéneo. Así, todas pertenecen a  los serovares 1, 2 y 3 
(Ritacco et al., 1998; Pavlik et al., 2000c) y  son virulentas  si  se  inyectan en pollos;  crecen en 
medios con huevo, no necesitan el aporte exógeno de micobactina para su crecimiento in vitro y 
el pH ácido no estimula su crecimiento; y no crecen a 24°C ni a 45°C. Al ser una micobacteria de 
crecimiento  lento, requiere 3‐4 semanas para dar  lugar a colonias visibles en medios de cultivo 
sólidos.  
En cuanto a su genotipo, uno de los rasgos más característicos es la presentación de más 
de dos copias de  la secuencia de  inserción  IS901 (pág. 71), que se considera específica de esta 
subespecie  (Kunze et al., 1991; Kunze et al., 1992; Pavlik et al., 2000c). Tradicionalmente  se 
consideraba que poseía tres copias de IS1245, lo que daba lugar al “perfil aviar” al realizar RFLP‐
IS1245 (Bono et al., 1995; Ritacco et al., 1998), pero recientemente se demostró que ese perfil 
era producto de hibridaciones cruzadas con IS1311 (IS1311, pág. 69), de modo que ha quedado 
establecido que en realidad posee una copia de IS1245 y dos de IS1311 (Johansen et al., 2005).  
Es una bacteria de indudable interés veterinario: en primer lugar, es el agente causal de 
la tuberculosis aviar, enfermedad infecciosa transmisible que puede originar cuantiosas pérdidas 
económicas;  esta  patología  es  ahora  poco  importante  en  grandes  industrias  de  producción 
avícola gracias a los programas de prevención (Gill y Blandy, 1986; Radkowski et al., 1996), pero 
sigue siendo relevante en zoológicos y otras agrupaciones de aves silvestres cautivas (Dvorska et 
al., 2007; Schrenzel et al., 2008), y en pequeños aviarios (Shitaye et al., 2008); estando incluida 
en  la  antigua  lista  B  de  la  Oficina  Internacional  de  Epizootías  (OIE).  Esta  enfermedad  está 
distribuida  por  todo  el mundo,  aunque  parecen  existir  regiones  o  poblaciones  en  la  que  es 
enzoótica (Juan et al., 1996) y otras donde es muy infrecuente, como Japón (Morita et al., 1994; 
Sato et al., 1996). La tuberculosis aviar afecta a numerosas especies de ave, si bien no todas las 
especies muestran  la misma susceptibilidad, siendo  la enfermedad más prevalente en pollos y 
aves  silvestres  criadas  en  cautividad, mientras  que  patos  y  gansos  parecen más  resistentes 
(Hejlicek y Treml, 1995). De cualquier forma, la susceptibilidad de las aves a la infección por M. 
avium  subsp. avium  se ve muy  influida por otros  factores predisponentes,  fundamentalmente 
los que provocan estrés en los animales (Tell et al., 2001). El diagnóstico in vivo se ve complicado 
por el hecho de que  los  animales enfermos pueden no mostrar  signos  clínicos, o mostrar un 
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cuadro  inespecífico  y muy  variable  hasta  que  la  enfermedad  está muy  avanzada  (Tell et al., 
2001).  La  tuberculinización  cutánea  ha  sido  una  herramienta  útil  en  el  saneamiento  de 
explotaciones avícolas (Pavlas, 1981; Thorel et al., 1997), aunque su utilidad es menor en otras 
especies. Otra alternativa diagnóstica es el test de aglutinación en sangre para  la detección de 
anticuerpos, que aunque no es 100% sensible es al menos tan fiable como  la tuberculinización 
(Thorel et al., 1997). La vía de adquisición de la enfermedad es fundamentalmente la fecal‐oral, 
y  por  ello  las  lesiones  granulomatosas  aparecen  en  primer  lugar  en  el  tracto  intestinal,  y 
seguidamente en hígado y bazo (Thorel et al., 1997; Tell et al., 2001).  
Aunque  las  aves  constituyen  su  hospedador  preferente,  esta  bacteria  también  se  ha 
aislado de un amplio rango de mamíferos: así, se ha aislado M. avium subsp. avium a partir de 
muestras  procedentes  de  ciervos  y  ovejas  (Ritacco et al.,  1998),  vacas  (de  Lisle et al.,  1998; 
Ocepek et al., 2003; Dvorska et al., 2004), roedores (Fischer et al., 2000), cerdos (Ritacco et al., 
1998; Bauer et al., 1999; Komijn et al., 1999; Oliveira et al., 2003; Thegerstrom et al., 2005; 
Mobius et al., 2006), humanos (Picardeau et al., 1997b; Novi et al., 2000; Legrand et al., 2000b; 
Kumar et al., 2006) (si bien en muchos casos solo se identifican  los aislados por RFLP‐IS1245) e 
incluso muestras ambientales (Dvorska et al., 2002; Fischer et al., 2003; Fischer et al., 2004). No 
obstante,  en  lo  que  hace  referencia  a  las muestras  ambientales,  humanas  y  porcinas,  en  la 
mayoría  de  los  casos  el  porcentaje  de  aislados  de M.  avium  subsp.  avium  cultivados  es muy 
inferior al de M. avium subsp. hominissuis.  
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2.3. Mycobacterium avium subsp. hominissuis 
Esta subespecie bacteriana, de muy reciente definición, se diferencia de M. avium subsp. 
avium  por  sus  características  fenotípicas  (es  capaz  de  crecer  en  un  rango  más  amplio  de 
temperaturas, entre 24 y 45⁰C) y genotípicas (secuencia de ITS – Internal Transcribed Spacer, ver 
pág. 61 – variable, perfil de RFLP‐IS1245 multibanda)  (Mijs et al., 2002). Estas bacterias están 
ampliamente distribuidas en el medio ambiente, que puede constituir una  fuente de  infección 
para humanos (Primm et al., 2004) y animales (Matlova et al., 2004).  
Es sin duda la subespecie más heterogénea de M. avium, ya que la aplicación de técnicas 
de  caracterización  molecular  detecta  una  mayor  variabilidad  en  ella  comparada  con  los 
patógenos estrictos M. avium subsp. avium y M. avium subsp. paratuberculosis: así, además de 
la secuencia de  ITS,  también presenta diferencias en el gen hsp65  (Turenne et al., 2006) y un 
mayor  polimorfismo  a  nivel  de  LSPs  (Long  Sequence  Polymorphisms)  (Semret et al.,  2004; 
Semret et al.,  2006c).  Es  una bacteria  saprofita, de mucha menor patogenicidad que  las dos 
anteriores, y que se comporta como un patógeno oportunista. 
A  nivel  veterinario  esta  especie  presenta  un  interés más  reducido,  ya  que  no  suele 
originar  enfermedad  clínica  en  los  animales.  Su  impacto más  relevante  se  da  en  la  especie 
porcina, donde puede originar  lesiones  granulomatosas,  fundamentalmente  en  los  linfonodos 
situados en la cabeza y mesentéricos (Thorel et al., 1997; Thorel et al., 2001). A pesar de que los 
cerdos no muestran signos clínicos, el hallazgo de estas lesiones en el matadero puede dar lugar 
a un  importante descenso en el valor económico del animal (Matlova et al., 2004), habiéndose 
descrito casos en  todos  los continentes  (Nel, 1981; Bono et al., 1995; Feizabadi et al., 1996a; 
Ritacco et al., 1998; Bauer et al., 1999; Komijn et al., 1999; Thorel et al., 2001; Oliveira et al., 
2003; Matlova et al., 2004; Thegerstrom et al., 2005; Matlova et al., 2005; Mobius et al., 2006; 
Johansen et al., 2007; Tirkkonen et al., 2007). En ocasiones es difícil precisar si en  los estudios 
publicados se describen aislamientos de M. avium subsp. hominissuis o M. avium subsp. avium 
debido a una  incompleta caracterización de  las cepas; de cualquier forma, en  la mayoría de  los 
trabajos en  los que sí se realiza una  identificación completa de  los aislados,  la proporción de  la 
primera subespecie suele ser mayor que  la segunda, con algunas excepciones  (Thegerstrom et 
al., 2005; Mobius et al., 2006), tal vez debido a distintos factores de exposición. La ubicación de 
las lesiones indica que la vía de infección es normalmente oral, aunque se han descrito lesiones 
circunscritas a linfonodos bronquiales (di Guardo G. et al., 1991).  
También se ha aislado de muestras de vacuno (Dvorska et al., 2004), aunque al igual que 
sucede  en  porcino,  en  muchos  estudios  no  se  llega  a  diferenciar  entre  M.  avium  subsp. 
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hominissuis o M. avium  subsp. avium, y  resulta difícil estimar  la prevalencia  real de  infección. 
Tampoco origina cuadros clínicos, ya que el vacuno parece resistente a la infección (Weiss et al., 
2002), aunque puede dar lugar a lesiones visibles en matadero que se lleguen a confundir con las 
producidas por M. bovis  (Thorel et al., 1997). La  importancia  fundamental de M. avium en el 
vacuno radica en su capacidad para inducir falsas reacciones positivas o negativas en los tests de 
diagnóstico  de  la  tuberculosis  bovina,  pudiendo  comprometer  así  el  éxito  de  los  planes  de 
erradicación  (Lauzi et al.,  2000; Walravens et al.,  2002; Amadori et al.,  2002; Waters et al., 
2004; Dunn et al., 2005; Hope et al., 2005). Al ser M. avium subsp. hominissuis  la subespecie 
más  ampliamente  distribuida,  es  probable  que  sea  la  causante  de  un  gran  porcentaje  de  las 
sensibilizaciones inespecíficas producidas en el marco de las campañas de saneamiento.  
Aunque de forma poco frecuente, también se han publicado estudios de infecciones en 
la  especie  equina por M.  avium  (normalmente,  sin  precisar  la  subespecie)  causando diversos 
cuadros, desde artritis sépticas (Hewes et al., 2005) a problemas oculares (Leifsson et al., 1997), 
abortos (Cline et al., 1991; Helie y Higgins, 1996), pérdida de peso e hipoproteinemia (Buergelt 
et al., 1988) e incluso infecciones generalizadas (Gunnes et al., 1995).  
De  forma más  o menos  esporádica  también  se  ha  aislado M.  avium  de  animales  de 
compañía (Horn et al., 2000; O'Toole et al., 2005; Naughton et al., 2005) y fauna salvaje (Cho et 
al., 2006), pero normalmente en casos aislados. 
De mucha mayor  relevancia es el papel del complejo avium en general y de M. avium 
subsp. hominissuis en particular como patógenos oportunistas en Salud Pública. Desde el primer 
caso  de  infección  en  humanos  por  un miembro  de MAC  publicado  en  1943  (Feldman et al., 
1943) hasta la aparición del virus del SIDA, se describían fundamentalmente dos presentaciones 
(Wayne y Sramek, 1992; Inderlied et al., 1993; Falkinham III, 1996; Ashford et al., 2001):  
• una  forma  pulmonar,  normalmente  en  individuos  inmunocompetentes  pero  con  otras 
enfermedades respiratorias predisponentes como enfermedad pulmonar obstructiva crónica, 
bronquitis,  tuberculosis  previas,  enfisema  o  fibrosis  quística.  La  sintomatología  de  este 
cuadro es altamente inespecífica, con fiebre, fatiga, sudores, tos no productiva y hemoptisis. 
• causando  linfadenopatías, fundamentalmente en niños, y afectando a  linfonodos cervicales, 
submaxilares, preauriculares o submandibulares. 
La  importancia de esta bacteria en Salud Pública ha aumentado considerablemente en 
las últimas décadas debido a la combinación de una serie de factores: por una parte, la aparición 
del VIH, el progresivo envejecimiento de la población en los países desarrollados y el incremento 
en el uso de  terapias  inmunosupresoras, han aumentado  la población  inmunodeprimida y por 
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tanto  susceptible  a  MAC  (Falkinham  III,  2003b);  por  otra,  la  creciente  implantación  a  nivel 
mundial  de  tratamientos  potabilizadores  del  agua  puede  producir  una  selección  positiva  de 
bacterias resistentes a la cloración, como los miembros de MAC (Falkinham III, 2003a; Primm et 
al., 2004).  
Por  todo  ello,  la  epidemiología  de MAC  ha  ido  evolucionando  hacia  la  aparición  de 
nuevas  formas:  en  individuos  inmunosuprimidos  puede  provocar  infecciones  generalizadas, 
siendo  la  infección por VIH el factor de riesgo más  importante asociado con  la enfermedad por 
M. avium (Inderlied et al., 1993). Desde la primera noticia de infección diseminada por MAC en 
pacientes  con  SIDA  en 1982  (Zakowski et al., 1982)  se han publicado numerosos  trabajos  en 
relación a estas dos enfermedades, describiendo frecuencias de  infección por MAC del 10‐20% 
hasta el 50% en pacientes con SIDA en países desarrollados (Horsburgh, Jr., 1991; Nightingale et 
al., 1992; Ashford et al., 2001),  aunque  con  la  instauración de  las  terapias  anti‐retrovirales  y 
tratamientos  antibióticos  combinados  frente  a  MAC  esos  números  han  disminuido 
considerablemente con posterioridad (Horsburgh, Jr. et al., 2001; Karakousis et al., 2004). Cabe 
destacar  que  la  cepa  de M.  avium  subsp.  hominissuis  cuyo  genoma  ha  sido  secuenciado, M. 
avium 104, fue aislada de un paciente con VIH en California a mediados de los 80.  
Además  MAC  también  puede  producir  patologías  pulmonares  en  pacientes 
inmunocompetentes sin otras enfermedades respiratorias predisponentes: este cuadro, que en 
ocasiones  recibe  el  nombre  de  “síndrome  de  Lady Windermere”,  afecta  preferentemente  a 
mujeres  no  fumadoras  de  edad madura,  y  su  incidencia  ha  aumentado  en  los  últimos  años 
(Falkinham III, 2003b; Field et al., 2004; Martíns et al., 2005; Tutor‐Ureta et al., 2006) 
Por  último,  M.  avium  puede  ser  aislado  de  muestras  procedentes  de  pacientes  sin 
patologías  aparentes,  indicando una posible  contaminación de  la muestra o una  colonización 
transitoria  del  hospedador  (Aronson et al.,  1999).  Esto  último  dificulta  en  gran  medida  la 
interpretación de cultivos positivos de M. avium a partir de muestras no estériles, por lo que la 
American Thoracic  Society  (ATS) estableció unos  requisitos para  identificar  aquellos pacientes 
que deben ser considerados como enfermos de MAC (1997). 
A pesar de ser una enfermedad de gran relevancia la epidemiología de la misma no está 
clara:  al  estar  causada  por  una  micobacteria  ubicua,  la  fuente  de  infección  en  pacientes 
humanos no siempre llega a ser identificada. Aunque M. avium puede infectar muchos animales 
silvestres y domésticos, éstos no suelen considerarse una fuente de infección importante para el 
hombre,  y  la  transmisión  entre  personas  no  ha  sido  documentada.  En  la  actualidad  el  agua 
contaminada  con  M.  avium  se  considera  el  mayor  factor  de  riesgo  en  la  adquisición  de  la 
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enfermedad (Inderlied et al., 1993; Falkinham III, 1996), especialmente teniendo en cuenta que 
se  ha  comprobado  que  los  miembros  de  MAC  pueden  colonizar  de  forma  persistente  los 
sistemas de canalización de agua en edificios públicos y hospitales y por tanto ser una fuente de 
infección para poblaciones susceptibles (Von Reyn et al., 1994; Aronson et al., 1999; Primm et 
al.,  2004;  Vaerewijck et al.,  2005).  En  ocasiones,  sin  embargo,  el  agua  puede  contaminar 
muestras clínicas, complicando la interpretación de los resultados (Aronson et al., 1999).  
El  tratamiento de  las  infecciones por MAC depende del  cuadro de presentación de  la 
enfermedad, habiéndose ensayado con múltiples combinaciones de antibióticos  (Falkinham  III, 
1996). En  la actualidad  la mayoría de  los  tratamientos consisten en el uso de claritromicina o 
azitromicina combinados con etambutol,  rifampicina o  rifabutina  (Inderlied et al., 1993; 1997; 
Horsburgh,  Jr. et al.,  2001).  En  el  caso  de  pacientes  con  VIH  es  conveniente  administrar 
quimioprofilaxis  con  estos  mismos  antibióticos  si  el  recuento  de  CD4  es  menor  de  50‐100 
células/mL  (Horsburgh,  Jr. et al.,  2001).  En  el  caso de  linfadenitis  causadas por M.  avium,  el 
tratamiento recomendado es  la cirugía, que presenta una tasa de éxito del 95% (Schaad et al., 
1979; 1997).  
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2.4. Mycobacterium avium subsp. silvaticum 
También  llamada  la  “micobacteria  de  la  paloma  torcaz”  (wood  pigeon mycobacteria) 
debido a que fue aislada en primer  lugar de esta especie animal (Christiansen et al., 1946), sus 
características diferenciales con otros miembros de MAC (particularmente con M. avium subsp. 
avium)  siguen  siendo  un  motivo  de  debate.  Estudios  basados  en  la  comparación  de  ADN 
determinaron  una  relación muy  estrecha  con M.  avium  y Map  (Saxegaard  y  Baess,  1988),  y 
recibió su nombre actual en 1990 basándose  la diferenciación de  las otras subespecies en sus 
características fenotípicas (Thorel et al., 1990). Algunos de sus principales rasgos distintivos son 
su dependencia de micobactina en aislamiento primario, aunque no en posteriores subcultivos 
(Matthews et al., 1978; Thorel, 1984), y su  incapacidad para crecer en medios que  incorporen 
huevo en  su composición  (Thorel et al., 1990). Además de aves, esta bacteria  también puede 
infectar  rumiantes  salvajes  y  domésticos,  provocando  lesiones  similares  a  las  de  tuberculosis 
(Jorgensen y Clausen, 1976; Collins et al., 1985). Su cepa tipo es  la ATTCC 48898 (strain 6409), 
aislada de una paloma torcaz. 
La polémica sobre  la diferenciación real entre M. avium subsp. silvaticum y el resto de 
MAC deriva del hecho de que, a pesar de los grandes avances en el estudio molecular logrados 
en el campo de la microbiología en los últimos 20 años, no se han llegado a caracterizar grandes 
polimorfismos a nivel genético característicos de esta subespecie. Un estudio realizado mediante 
el  empleo  de  electroforesis  en  campo  pulsado  describió  una  uniformidad  en  los  perfiles 
obtenidos  a  partir  de M.  avium  subsp.  silvaticum  respecto  a  los  de  otros miembros  de MAC 
(Levy‐Frebault et al.,  1989),  pero  este  método  no  es  adecuado  para  delimitar  especies 
bacterianas (Turenne et al., 2007). La secuencia de  inserción IS902 fue descrita en un principio 
como un elemento específico de M. a. silvaticum (Moss et al., 1992a), pero la comparación con 
IS901 revela una homología mayor del 99%, poniendo en duda  la diferencia real entre  las dos 
(Turenne et al.,  2007). Otra  secuencia descrita  inicialmente  en  esta  subespecie  y  en Map,  el 
elemento GS (Tizard et al., 1998), también ha sido encontrado en aislados de M. avium subsp. 
avium (Bull et al., 2000b). Tampoco  la secuenciación del gen hsp65 (Turenne et al., 2006) o el 
estudio  de  LSPs  (Semret et al.,  2006c)  revelan  diferencias  entre  M.  avium  subsp.  avium  y 
silvaticum, a pesar de que  sí  se detectan polimorfismos  respecto a  las otras  subespecies. Por 
todo  ello,  y  a  la  espera  de  nuevas  evidencias  que  diferencien  estas  dos  subespecies,  resulta 
lógico especular con la posibilidad de que M. avium subsp. silvaticum represente un subtipo de 
M. avium subsp. avium adaptado a un hospedador específico (la paloma torcaz) (Turenne et al., 
2007).  
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2.5.  Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) 
Es la bacteria más importante del complejo avium desde el punto de vista veterinario, ya 
que  es  el  agente  causal  de  una  enfermedad  de  gran  relevancia:  la  paratuberculosis  o 
enfermedad de Johne.  
Esta bacteria, descrita por primera vez en 1895 (Johne y Frothingham, 1895), recibió el 
nombre de Mycobacterium paratuberculosis en 1923  (Bergey et al., 1923),  y  fue  considerada 
una micobacteria distinta de la aviar con base en sus diferencias fenotípicas. Sin embargo, con la 
llegada de  las técnicas de estudio genético, se comprobó  la elevada homología existente entre 
Map  y Mycobacterium  avium  (Saxegaard et al.,  1988;  Saxegaard  y Baess,  1988).  Por  ello,  en 
1990 se agruparon estas dos especies, junto con la micobacteria de la paloma torcaz, quedando 
todas ellas agrupadas como subespecies de M. avium (Thorel et al., 1990).  
Map es un patógeno intracelular obligado cuyas características fenotípicas diferenciales 
más sobresalientes son fundamentalmente su dependencia del aporte exógeno de micobactina 
para su cultivo  in‐vitro y  la extremada  lentitud de su crecimiento. La micobactina es un agente 
quelante del hierro, necesario para el  transporte de este metal al  interior de  la célula. Para el 
cultivo inicial de Map se utilizó la micobactina P, obtenida a partir de cultivos de Mycobacterium 
phlei (Francis et al., 1953). En la actualidad está extendido el uso de la micobactina J, obtenida a 
partir de cepas de Map modificadas tras múltiples pases en medios de cultivo en el laboratorio 
(Merkal y McCullogh, 1882). Sin embargo, la capacidad de ciertas cepas de Map para crecer en 
ausencia de micobactina (Adúriz et al., 1995) o gracias al aporte de otras sustancias que aporten 
el hierro necesario para el metabolismo bacteriano (Merkal y Curran, 1974), así como la facultad 
para sintetizar micobactina por parte de ciertas cepas (Merkal y McCullogh, 1882; Barclay et al., 
1985) ponen en cuestión la especificidad de la necesidad del aporte de micobactina en Map, al 
menos para algunas cepas. Del mismo modo, si bien la velocidad de crecimiento in vitro de Map 
no suele ser menor de 4 meses, se han descrito  importantes diferencias entre distintas cepas, 
remarcando la existencia de al menos dos fenotipos dentro de esta subespecie.  
Desde el punto de vista genético, Map es una de  las dos bacterias del complejo avium 
cuyo genoma ha sido secuenciado por completo, el de la cepa k10 (Li et al., 2005), constando de 
4.829.781 pares de bases que  forman un único cromosoma circular y codifican 4350 ORFs, 45 
ARNt y un operón ARNr. Mediante técnicas de análisis in silico se han identificado más de 3000 
genes homólogos a otros descritos en M. tuberculosis, así como 161 regiones genómicas únicas 
que codifican 39 genes de Map que no habían sido descritos antes. Antes de  la finalización del 
proyecto  de  secuenciación  del  genoma  de Map  ya  habían  sido  descritas  varias  secuencias  y 
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elementos específicos en su ADN: el primero y más utilizado de todos ha sido sin duda el IS900, 
si  bien  puede  plantear  problemas  de  especificidad  (ver  IS900,  pág  70).  Para  solucionar  ese 
problema, el uso de otras secuencias alternativas ha sido contemplado en distintos estudios: 
• f57: es una secuencia de 620 pb presente en una sola copia en el ADN de Map, descrita 
en  1993  (Poupart et al.,  1993)  que  hasta  la  fecha  no  ha  sido  encontrada  en  otras 
especies bacterianas. Ha sido utilizado como diana en PCRs combinadas con el gen p34 
para diferenciar entre M. bovis, M. avium y Map (Coetsier et al., 2000; Godfroid et al., 
2005), con IS900 y otras secuencias de ADN para conseguir una PCR 100% específica de 
Map  (Vansnick et al., 2004; Tasara et al., 2005; Mobius et al., 2008) y como diana de 
técnicas de PCR en  tiempo real  (Herthnek y Bolske, 2006), en algunos casos diseñadas 
para  la  detección  de Map  en muestras  de  leche  y  quesos  (Tasara  y  Stephan,  2005; 
Bosshard et al., 2006; Stephan et al., 2007). 
• hspX: este gen codifica una proteína  similar a  la  familia de proteínas de  resistencia al 
estrés por calor. Está presente en una única copia en el genoma de Map, y se considera 
específico  de  esta  subespecie.  Fue  descrito  en  1998  (Ellingson et al.,  1998),  y  fue  la 
primera  proteína  de  Map  cuya  presencia  fue  demostrada  en  macrófagos  bovinos 
infectados (Bannantine y Stabel, 2000). En un estudio posterior no se detectó en el 100% 
de los aislados de Map analizados (Ellingson et al., 2000). Ha sido empleado como diana 
de PCRs directas  sobre  tejidos  y alimentos para  la detección de ADN de Map,  si bien 
mostrando una menor sensibilidad que IS900 (Miller et al., 1999; Ellingson et al., 2005b; 
Clark, Jr. et al., 2006). También se ha utilizado para crear un control  interno de PCRs a 
tiempo real (Brey et al., 2006).  
•  Locus 251 y 255: estos  loci, descubiertos al realizar una comparación  in silico entre  los 
genomas de Map y M. avium como secuencias sólo presentes en el primero (Bannantine 
et al., 2002), han sido empleados como dianas de PCRs, demostrando su especificidad y 
por tanto su utilidad para la detección de ADN de Map (Motiwala et al., 2003; Motiwala 
et al., 2004; Sibley et al., 2007; Mobius et al., 2008) 
• ISMav2:  es  una  secuencia  de  inserción  detectada  en  aislados  de Map  (al menos  tres 
copias)  pero  ausente  en  cepas  de M.  avium  avium  y  posiblemente M.  avium  subsp. 
hominissuis  (Strommenger et al.,  2001;  Shin et al.,  2004).  Posteriormente  ha  sido 
empleado para  la detección de Map en  leche  (Stratmann et al., 2002), aunque en un 
estudio  ulterior  el  empleo  de  los  oligonucleótidos  descritos  por  Stratmann  y 
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colaboradores dio  lugar a falsos positivos en aislados de M. fortuitum, M. smegmatis y 
otras dos especies no incluidas en el género Mycobacterium (Mobius et al., 2008).  
• ISMpa1: esta  secuencia de  inserción  tiene 1500 pb  y pertenece a  la  familia  IS110.  Se 
detectó inicialmente en todas los aislados de Map analizados (n=11) y en algunas cepas 
de M. avium subsp. hominissuis aisladas de muestras porcinas, pudiéndose diferenciar 
ambas  subespecies mediante  RFLP‐ISMpa1  (Olsen et al.,  2004).  La  existencia  de  esta 
secuencia  de  inserción  en  un  subgrupo  de  aislados  de M.  avium  subsp.  hominissuis 
aislados  de  porcino  (y  su  ausencia  en  M.  avium  subsp.  avium  y  M.  avium  subsp. 
hominissuis de muestras humanas) fue confirmada en un estudio posterior (Johansen et 
al., 2007), aunque  la distribución de este elemento debería estudiarse  también en un 
panel mayor de aislados de Map para confirmar su presencia en esta subespecie.  
• ISMap02: este elemento, de 1674 pb y presente en 6 copias en el genoma de Map k10 
(Paustian et al., 2004),  fue evaluado como diana de PCRs convencionales y de  tiempo 
real,  mostrando  unos  resultados  de  sensibilidad  y  especificidad  muy  prometedores, 
comparables a los obtenidos al emplear IS900 (Stabel y Bannantine, 2005).  
Al  aplicar  distintas  técnicas  de  caracterización  molecular  en  el  complejo  avium,  los 
aislados  de Map  siempre  ofrecieron  una mayor  homogeneidad  que  los  de M.  avium  subsp. 
hominissuis o M.  intracellulare.  Sin  embargo, desde que  comenzaron  a  aplicarse  las primeras 
técnicas de caracterización molecular basadas en el estudio de todo el cromosoma bacteriano se 
describieron dos grupos bien diferenciados de perfiles: en diversos estudios  independientes, el 
RFLP‐IS900 separó las cepas aisladas de muestras de ovino y de caprino (y que presentaban una 
velocidad de crecimiento extremadamente lenta) de las cepas procedentes de vacuno y de otras 
especies,  incluyendo  algunas  de  pequeños  rumiantes  (ver  RFLP,  pág.  66)  Al  estandarizar  el 
protocolo se definieron tres grupos, Bovino (Cattle), Ovino (Sheep) e Intermedio (Intermediate) 
(Pavlik et al., 1999). Aplicando una  técnica distinta, y dirigida a otras dianas en el cromosoma 
bacteriano, los mismos resultados se obtuvieron mediante la técnica de electroforesis en campo 
pulsado  (PFGE,  Pulsed  Field  Gel  Electrophoresis)  dividiéndose  los  aislados  analizados  en  tres 
grandes grupos, que se  llamaron  I,  II y III (ver PFGE, pág. 73). El  inconveniente fundamental de 
estas  técnicas  es  la  necesidad  de  utilizar  una  gran  cantidad  de  ADN  bacteriano,  lo  que,  en 
ocasiones, no es  fácil  cuando  se  trabaja  con micobacterias de  cultivo  tan  lento  y difícil  como 
Map.  
Al  ir  aplicando  técnicas  moleculares  sobre  nuevas  dianas  genéticas,  la  diferencia 
existente entre estos grupos ha seguido poniéndose de manifiesto, si bien en algunos casos solo 
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se pueden diferenciar los tipos I y II, quedado los aislados de tipo III integrados junto a los I: es el 
caso del SNP (Single Nucleotide Polymorphism, o mutación puntual) descrito en la secuencia de 
inserción  IS1311  (pág.  69),  la  secuenciación  del  gen  hsp65  (Turenne et al.,  2006)  o  la  PCR 
diseñada por Collins y colaboradores dirigida a la región adyacente a la secuencia de inserción de 
IS900 (Collins et al., 2002). En un estudio realizado sobre 25 genes en aislados de Map de tipo I y 
II, Marsh  y  colaboradores  detectaron  11  SNPs  pertenecientes  a  8  genes  (hsp65,  sodA,  dnaA, 
dnaN, recF, gyrB, inhA y pks8) que podían diferenciarlos, aunque por desgracia no se incluyó una 
cepa  de  tipo  III  en  la  comparación  (Marsh  y  Whittington,  2007).  Del  mismo  modo,  la 
secuenciación del  IS900 en un pequeño panel de  cepas de Map  reveló que, mientras que  las 
cepas de tipo II mostraban una secuencia idéntica con la descrita en Map k10, todas las cepas de 
tipo I mostraban indeterminaciones en dos loci en concreto (Semret et al., 2006b). Por último, al 
realizar  análisis mediante RDA  (Representational Difference Analysis)  se detectaron otros  tres 
loci específicos de las cepas de tipo I ausentes en las de tipo II (y curiosamente presentes en M. 
avium)  (Dohmann et al., 2003). En el único análisis basado en PCR capaz de distinguir  los  tres 
tipos de cepas de Map realizado hasta la fecha, Castellanos y colaboradores encontraron varios 
SNPs  en  los  genes  gyrA  y  gyrB  que  podían  ser  puestos  de  manifiesto  mediante  PCR‐REA 
(Restriction Endonuclease Analysis), dando distintos patrones de bandas para cada uno de  los 
tipos de aislado (Castellanos et al., 2007).  
Estas diferencias, presentes en  forma de SNPs o pequeños  fragmentos de ADN, se ven 
confirmadas por los LSPs detectados al realizar microarrays con cepas de tipo I en comparación 
con el genoma secuenciado de la cepa k10: tres grandes fragmentos de ADN, presentes en Map 
k10, no  fueron detectados en cepas de  tipo  I  (Marsh y Whittington, 2005; Marsh et al., 2006; 
Semret et al., 2006c) (Ver técnicas post‐genómicas, página 80).  
Estos  distintos  grupos  no  están  distribuidos  geográficamente  de  forma  uniforme. Así, 
mientras que el tipo  II es el más ampliamente extendido  (es el más frecuente en Europa) y ha 
sido aislado a partir de un amplio  rango de hospedadores  (Collins et al., 1990a; Pavlik et al., 
1995; Pavlik et al., 1999; Greig et al., 1999), los tipos I y III han sido cultivados con mucha menor 
frecuencia,  y normalmente  se  aíslan de  especies  rumiantes domésticas  (Collins et al., 1990a; 
Cousins et al.,  2000; Whittington et al.,  2000b; Whittington et al.,  2001b;  Stevenson et al., 
2002; de Juan et al., 2005; de Juan et al., 2006a; Sevilla et al., 2007). 
Combinando  los  distintos  hallazgos  obtenidos  a  través  de  dos  aproximaciones 
moleculares  opuestas  (SNPs  frente  a  LSPs)  se ha  especulado  sobre  la posible  filogenia de  las 
especies de M. avium y, en particular,  sobre  la evolución de  los  tipos de Map a partir de M. 
avium: partiendo de la base de que todas las subespecies de M. avium han evolucionado a partir 
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de  un  ancestro  común,  los  hallazgos  iniciales  de  características  comunes  entre M.  avium  y 
aislados de  tipo  I, pero distintos en  los de  tipo  II  [como el SNP en  IS1311  (Whittington et al., 
1998) o  los fragmentos pig‐RDA10, pig‐RDA20 y pig‐RDA30 (Dohmann et al., 2003)] plantearon 
la posibilidad de que el tipo I fuera un estado evolutivo intermedio entre el ancestro común y el 
tipo II, que experimentó más alteraciones en su genoma. Sin embargo, la reciente descripción de 
tres grandes deleciones en el  tipo  I  respecto al  tipo  II  cuya  secuencia está  conservada en M. 
avium 104 en  su mayor parte  (aunque  invertida en algunas partes)  (Marsh et al., 2006),  y el 
hecho de que los 11 SNPs diferenciadores de los tipos I y II descritos por Marsh y colaboradores 
estuvieran repartidos casi por igual en el genoma de M. avium 104, (6 SNPs propios de tipo I y 5 
del  tipo  II)  (Marsh  y Whittington, 2007)  cuestiona  esa mayor proximidad propuesta entre M. 
avium y Map  tipo  I. En  la actualidad se están realizando  también microarrays comparando  los 
genomas  de M.  avium  104  y Map  k10  con  cepas  de  tipo  III  en  un  intento  de  esclarecer  las 
características diferenciales de ese subgrupo (Castellanos et al., manuscrito en preparación). Sin 
duda  la próxima publicación del genoma de  la  cepa S  (tipo  I)  (Paustian et al., 2007) ofrecerá 
nuevas respuestas a la relación filogenética entre los distintos grupos de aislados de Map.  
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3. PARATUBERCULOSIS O ENFERMEDAD DE JOHNE 
Desde  el  punto  de  vista  clínico,  la  paratuberculosis  es  una  enfermedad  del  tracto 
digestivo  propia  de  los  rumiantes,  que  cursa  como  una  enteritis  granulomatosa  crónica  y 
provoca grandes pérdidas económicas  a nivel mundial  cuando afecta a  rumiantes domésticos 
(Harris y Barletta, 2001). Fue descrita por primera vez en 1895 por Johne y Frothingham (Johne y 
Frothingham,  1895),  y  su  agente  causal  fue  cultivado  por  primera  vez  en  1912  por  Twort  y 
colaboradores  (Twort  y  Ingram,  1912).  Está  considerada  por  la  OIE  (Office  International  des 
Epizooties)  como  una  enfermedad  de  gran  importancia  global,  incluida  en  su  lista  única  de 
enfermedades (http://www.oie.int/esp/maladies/es_classification2008.htm#ListeOIE) 
3.1. Distribución e impacto económico 
Estimar  la  prevalencia  real  de  la  paratuberculosis  plantea  numerosas  dificultades, 
fundamentalmente por dos motivos: por una parte, al no  ser una enfermedad de declaración 
obligatoria  en  gran parte de  los países desarrollados,  los datos disponibles  son normalmente 
limitados,  y  hacen  referencia  a  regiones  o  provincias  más  que  a  países,  introduciendo  en 
ocasiones  importantes  sesgos en  la  selección de  los animales/rebaños. Por otra parte,  la baja 
sensibilidad que ofrecen todas las técnicas diagnósticas disponibles (ver diagnóstico, pág. 30), la 
ausencia de signos clínicos patognomónicos y el largo periodo de incubación (ver signos clínicos, 
pág.  28)  complica  la  detección  de  los  animales  infectados.  La  técnica  más  utilizada  para 
determinar  la  prevalencia  es  el  ELISA  de  detección  de  anticuerpos,  ya  que  es  el  test  más 
adecuado para analizar grandes números de muestras (pág. 35), estimándose prevalencia a nivel 
individual  (p.i.)  y  a  nivel  de  rebaño  (p.r.).  Se  ha  detectado  en  numerosos  países  del mundo, 
normalmente con prevalencias mayores en ganado lechero que en ganado de carne. 
En  Europa  la mayoría  de  estudios  recientes  relativos  a  prevalencias  proceden  de  los 
países  occidentales,  y  se  basan  fundamentalmente  en  vacuno  de  aptitud  lechera.  En  una 
reciente  revisión  de  la  literatura  al  respecto, Nielsen  estimó  unas  p.i.  alrededor  del  20%  en 
algunos países (Francia, Alemania, Turquía), y un mínimo de 3‐7% en otros (Inglaterra, Italia), sin 
que  se  aportaran  datos  que  demostraran  que  ningún  país  estuviera  libre  de  la  enfermedad 
(Nielsen y Toft, 2007a). La p.r. estimada en distintos países podía ser mayor del 50%. El autor 
resaltó la dificultad de comparar varios trabajos, debido a las distintas herramientas diagnósticas 
utilizadas. Trabajos publicados en Holanda describieron una p.i. de 2,7‐6,9% y una p.r. de 31‐71% 
(dependiendo de la sensibilidad y especificidad estimadas para el ELISA) (Muskens et al., 2000). 
En Bélgica, la p.i. fue 2% y la p.r. 6% (Boelaert et al., 2000). En Austria se observó una p.i. de 19% 
(Dreier et al., 2006). En algunas partes de Alemania se describió una p.i. de 12,2%, y una p.r. de 
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84,7%.  (Hacker et al., 2004). Un estudio de paratuberculosis en Dinamarca  reveló una p.i. de 
8,8% y una p.r. de 86,3% en ganado de leche (Jakobsen et al., 2000). En Italia se han descrito p.i. 
de 2,8% y p.r. de 11,9% en algunas  regiones  (Kennedy y Benedictus, 2001).  La p.i. en Francia 
oscila entre 0,02% y 4,57%  según  los departamentos  (Dufour et al., 2004).  La p.r. descrita en 
Inglaterra y Gales en  la década pasada  fue de 17,4%, con una mayor  incidencia en  la zona sur 
(Cetinkaya et al., 1998). En Suecia, por otra parte, se detectan tasas muy bajas de  infección en 
ganado de carne, con solo un positivo desde que se implantó un programa de control mediante 
cultivo de heces en 1998; en ganado de leche no se han reseñado casos (Englund, 2002) 
Los estudios realizados en Estados Unidos revelan unas p.i. de 3,4% y 0,4% en ganado de 
leche y carne, respectivamente, y unas p.r. de 21,6% y 7,9% (Wells y Wagner, 2000a; Dargatz et 
al.,  2001b).  En  los  saneamientos  llevados  a  cabo  en  las  distintas  provincias  de  Canadá  se 
detectan p.i. que oscilan entre 1,3 y 7%, y p.r. de 33,3‐74%  (Chi et al., 2002; Sorensen et al., 
2003;  VanLeeuwen et al.,  2005;  Tiwari et al.,  2006;  VanLeeuwen et al.,  2006;  Scott et al., 
2007b). En Australia  se observa una distribución muy desigual de  la enfermedad, con algunos 
estados  presentando  importantes  niveles  de  infección  (22%  en  Victoria,  9%  en  New  South 
Wales)  mientras  que  otros  estados  están  libres  de  la  enfermedad  (Queensland,  Northern 
Territory) (Kennedy y Allworth, 2000).  
Esta enfermedad también es  importante en otros países del mundo: en este sentido se 
ha observado una p.i. de 7,1% en vacuno en Corea del Sur  (Park et al., 2006), p.i. mayores de 
20% en varias áreas de  la  India  (Singh et al., 2008), y  se ha diagnosticado por primera vez  la 
presencia de la enfermedad en Egipto (Salem et al., 2005).  
Aunque  no  se  han  realizado  tantos  estudios  en  pequeños  rumiantes,  se  han  descrito 
problemas de paratuberculosis en estas especies en varios países: en Grecia se detectó un 9,8% 
de  ovejas  positivas  en  test  de  detección  de  inmunidad  celular  (Dimarelli et al.,  1991).  En  la 
revisión citada anteriormente se destacó la ausencia de trabajos en estas especies, informando 
de p.i. de 14% en caprino y 2% en ovino en Noruega, y una p.r. mayor del 23% en Suiza (Nielsen 
y  Toft,  2007a).  En  Australia  el  ovino  también  es  una  especie  muy  afectada,  siguiendo  la 
enfermedad el mismo patrón geográfico que en el vacuno  (prevalencias de rebaño de hasta el 
40% en área de New South Wales y por debajo del 1% en el resto de estados, con una p.r. para el 
conjunto del país de 2,24‐4,4%) (Kennedy y Allworth, 2000; Sergeant y Baldock, 2002).  
En  lo relativo a España, se diagnosticó  la enfermedad hace más de 20 años en  las tres 
especies  rumiantes  domésticas,  ovino  (Aller et al.,  1973),  caprino  (Garrido  y  León,  1979)  y 
vacuno  (Juste et al.,  1983).  Aunque  no  hay  datos  de  prevalencias  a  nivel  nacional,  la 
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paratuberculosis es  importante en  las  tres especies. En bovino  se han observado prevalencias 
bajas en el País Vasco, con una p.i. de 0,5% mediante cultivo bacteriológico, (Adúriz et al., 2000); 
mediante histopatología se encontró una p.i. de 28,3% y p.r. de 32,9% en vacuno del norte de 
España (Balseiro et al., 2003). Un trabajo realizado mediante detección de IS900 en un pequeño 
número de muestras de tanque de leche de toda España detectó prevalencias alrededor del 10% 
(Sevilla et al.,  2003). Un  reciente  estudio utilizando un  ELISA  comercial  en  vacuno de Galicia 
arrojó unas p.i. de 3,02%, 1,03% y 2,83% en ganado  lechero, de carne, y en ganado de granjas 
con ambas  finalidades  respectivamente;  las p.r. observadas  fueron 10.69% para explotaciones 
de leche, 0% de carne y 2,71% en explotaciones mixtas (Dieguez et al., 2007). 
En lo relativo a pequeños rumiantes, se han descrito tasas de positividad (p.i.) en caprino 
alrededor del 40% en Huelva, del 10% en Córdoba y del 3% en las Islas Canarias mediante ELISA 
(Molina et al., 1991), p.r. del 38% en  rebaños de caprino y ovino en Ávila estimada mediante 
AGID (Reviriego et al., 2000), y p.i. de 11,7% en caprino y ovino en el área de Madrid (Mainar‐
Jaime  y Vázquez‐Boland, 1998). Mediante  análisis  anatomopatológicos  se observó una p.i. de 
49,4% en ovino de Aragón (Pérez et al., 1996). Por último, en un estudio realizado en caprino de 
la Comunidad de Madrid se observó un 42,2% de p.i. mediante ELISA; al analizar estos animales 
usando cultivo bacteriológico el resultado fue una p.i. de 29,7% y p.r. de 64,3% (de Juan, 2005) 
La  paratuberculosis  causa  grandes  pérdidas  económicas,  que  han  sido  clasificadas  en 
(Kennedy y Benedictus, 2001): 
• Gastos directos: son los derivados del sacrificio de los animales en fase clínica (debido a 
pérdida de  la producción de estos animales, gastos veterinarios en el diagnóstico de  la 
enfermedad, pérdida en el valor de  las canales en matadero), cuadros subclínicos  (con 
una menor producción  lechera, y de menor calidad), problemas asociados (infertilidad, 
mastitis) e inversiones en programas de control de paratuberculosis. 
• Gastos  indirectos: originados por restricciones en el mercado y trabas en el transporte 
de animales enfermos a nivel nacional e internacional (exportación). 
• Costes  inaparentes:  pérdida  de  potencial  genético  por  sacrificios  tempranos  y  por 
restricciones en el mercado. 
Aunque  resulta  complejo  hacer  estimaciones  directas  del  costo  total  que  ocasiona  la 
enfermedad,  las  mayores  diferencias  suelen  darse  en  los  animales  de  mayor  producción 
(Benedictus et al., 1987).  Las pérdidas en  la producción  lechera de  los animales  clínicamente 
enfermos (de un 5 a un 25% respecto al año anterior), unidas a la mayor tasa de mortalidad y al 
descenso de peso en el sacrificio, se han estimado en unos 200$ por animal (Benedictus et al., 
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1987; Johnson‐Ifearulundu et al., 1999; Ott et al., 1999; Kennedy y Benedictus, 2001; McKenna 
et al., 2005); en Francia se atribuyó a la aparición de casos positivos unas pérdidas de 1940€ por 
animal en explotaciones de  leche y 1905€ en rebaños de carne, más otros 461€ por cada caso 
subclínico  (Dufour et al.,  2004).  A  nivel  estatal,  Losinger  y  colaboradores  estimaron  unas 
pérdidas  de  200±160  millones  de  dólares  causadas  por  la  paratuberculosis  a  la  economía 
estadounidense solo debido al descenso en la producción láctea (Losinger, 2005).  
Es  tal  la  importancia  que  está  adquiriendo  la  paratuberculosis  que  se  han  puesto  en 
funcionamiento  numerosas  medidas  de  control  de  la  enfermedad  en  vacuno  y  pequeños 
rumiantes en países de  todo el mundo  (Sergeant, 2001; Kovich et al., 2006; McKenna et al., 
2006b; Pavlik et al., 2007; Weber et al., 2007; Kobayashi et al., 2007; Koren, 2007; Khol et al., 
2007b). 
3.2. Infección y patogenia 
La  vía  principal  de  adquisición  de  la  enfermedad  es  la  fecal‐oral,  al  ingerir  un  animal 
susceptible la micobacteria con el agua, los pastos o, en el caso de animales lactantes, al mamar 
de las ubres contaminadas con materia fecal (Sweeney, 1996; Whittington y Sergeant, 2001). Se 
han descrito una serie de factores que determinan la probabilidad de que un animal adquiera la 
infección y desarrolle la enfermedad: el más importante de todos ellos es la edad, ya que se ha 
comprobado que los animales jóvenes son más susceptibles a la enfermedad, especialmente en 
edad  neonatal  (Hagan,  1938;  Larsen et al.,  1975; Whittington  y  Sergeant,  2001; Manning  y 
Collins, 2001). Esto puede ser debido a la inmadurez del sistema inmune de estos animales unida 
a  la especial permeabilidad de  la mucosa  intestinal durante  las primeras horas de vida de  los 
neonatos,  lo que permitiría el paso de Map (Cocito et al., 1994; Sweeney, 1996). El otro factor 
determinante para el éxito de la infección es la dosis de Map, siendo suficiente una dosis de 103 
bacilos (Brotherston et al., 1961), lo que representa una cantidad de materia fecal muy pequeña 
dado el número de bacilos que puede excretar un animal  infectado. En animales adultos, más 
resistentes  a  la  infección,  puede  hacer  falta  una  dosis más  elevada  y/o  repetida  para  lograr 
instaurarse  (Larsen et al., 1975). Aunque se ha descrito una cierta susceptibilidad de  raza,  los 
resultados  podrían  deberse  a  un  distinto  riesgo  de  exposición,  y  por  tanto  no  hay  datos 
concluyentes  a  ese  respecto  (Clarke,  1997; Manning  y  Collins,  2001).  Estudios  recientes  han 
demostrado una posible asociación entre paratuberculosis  y  los genes NRAMP1  y CARD15 en 
vacuno  (Pinedo et al.,  2007;  Ruiz et al.,  2007),  y  NRAMP  y  genes  del  complejo  mayor  de 
histocompatibilidad en ovino (Reddacliff et al., 2005).  
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Además  de  la  ruta  fecal‐oral,  se  han  descrito  otras  posibles  vías  de  transmisión:  los 
animales  infectados  pueden  excretar Map  directamente  en  la  leche  o  el  calostro,  incluso  en 
ausencia  de  signos  clínicos  (Sweeney et al.,  1992b;  Streeter et al.,  1995),  constituyendo  por 
tanto una eficiente vía de transmisión para animales en fase lactante (Sweeney, 1996). También 
se ha comprobado la existencia de transmisión intrauterina, especialmente en animales en fases 
avanzadas  de  la  enfermedad  (Seitz et al.,  1989;  Sweeney et al.,  1992a).  Los  programas  de 
control de paratuberculosis recomiendan la separación inmediata de las crías tras el parto para 
evitar que entren en contacto con sus madres en  las horas más críticas de susceptibilidad a  la 
infección  (Kennedy  y  Benedictus,  2001),  lo  que  les  evitaría  tomar  calostro  infectado.  Sin 
embargo  la  transmisión  intrauterina  no  suele  ser  tenida  en  cuenta,  a  pesar  de  que  la 
probabilidad  de  que  se  produzca  en  animales  clínicamente  infectados  es  del  20‐30% 
(Whittington y Windsor, 2007), retrasándose por tanto el control o eventual erradicación de  la 
enfermedad  (Sweeney, 1996; Whittington  y Windsor, 2007). Por último,  se ha  aislado Map  a 
partir  de  muestras  de  semen  y  órganos  reproductores  procedentes  de  toros  sementales 
infectados,  lo  que  supondría  otra  posible  vía  de  contagio  (Larsen et al.,  1981;  Eppleston  y 
Whittington,  2001;  Ayele et al.,  2004;  Khol et al.,  2007a).  Aunque  la  posibilidad  de  que  la 
infección se transmita de forma efectiva por esta vía se considera muy baja (Manning y Collins, 
2001),  se  han  desarrollado  sistemas  de  PCR  a  tiempo  real  capaces  de  examinar muestras  de 
semen destinados a inseminaciones artificiales (Herthnek et al., 2006). 
Una  vez  que  ha  llegado  al  lumen  intestinal Map  cruza  la mucosa  y  pasa  al  sistema 
linfático a través de las células M epiteliales que recubren las placas de Peyer de íleon y yeyuno 
(Momotani et al., 1988; Stabel, 2000b). Los microorganismos son entonces fagocitados por  los 
macrófagos  intraepiteliales y  subepiteliales, donde  se multiplican  intracelularmente  (Cocito et 
al., 1994). La supervivencia intracelular de Map en los macrófagos (Zhao et al., 1999) es uno de 
los puntos clave que determinan el éxito de la infección (Harris y Barletta, 2001), y depende del 
grado  de  activación  y  diferenciación  de  los mismos,  aunque  el mecanismo  por  el  cual Map 
sobrevive  a  este  proceso  no  es  del  todo  conocido  (Bannantine  y  Stabel,  2002).  Cuando  los 
macrófagos  procesan  los microorganismos  y  presentan  los  correspondientes  antígenos  a  los 
linfocitos T se desencadena la respuesta inmune. 
De forma similar a  lo que sucede en  las  infecciones por M.  leprae, M. tuberculosis y M. 
bovis, se pueden distinguir dos fases fundamentales en la respuesta inmune (Manning, 2001): en 
un  primer momento  se  desencadena  una  respuesta  inmune  celular mediada  por  linfocitos  T 
helper 1 (Th1), en  la que se  liberan citoquinas proinflamatorias, principalmente Interleuquina‐6 
(IL‐6), IL‐2, Interferón‐gamma (IFN‐γ) y el factor de necrosis tumoral α (TNF‐α). Estas sustancias 
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atraen y activan los macrófagos encargados de destruir las bacterias y evitar la progresión de la 
infección.  Además  desencadenan  una  respuesta  inflamatoria  que  produce  la  formación  de 
granulomas destinados a aislar  los  focos de  infección  (Clarke, 1997; Stabel, 2000b). Esta  fase, 
denominada “tuberculoide” o paucibacilar, se caracteriza por la presencia de un infiltrado tisular 
formado fundamentalmente por linfocitos y escasas micobacterias. Este periodo coincide con la 
etapa  subclínica  de  la  enfermedad,  en  la  que  la  infección  intracelular  queda  contenida  en 
granulomas,  y  puede  durar  de meses  a  años,  dando  lugar  al  característico  largo  periodo  de 
incubación (Manning y Collins, 2001). 
Sin  embargo  en  fases  más  avanzadas  la  respuesta  inmune  celular  disminuye  y  se 
produce una respuesta  inmune de base humoral, mediada por  la secreción de citoquinas (IL‐4, 
IL‐5,  IL‐6  y  IL‐10)  por  parte  de  los  linfocitos  Th2  (Stabel,  2000b;  Manning  y  Collins,  2001; 
Coussens, 2004). Los anticuerpos producidos durante esta fase no son protectores, con lo que la 
infección progresa, diseminándose Map por  el  tracto  gastrointestinal  y otros órganos por  vía 
sanguínea o  linfática (Pavlik et al., 2000b; Manning y Collins, 2001; Ayele et al., 2004). En esta 
etapa, denominada “lepromatosa”, los animales presentan bajas tasas de reactividad a pruebas 
diagnósticas de inmunidad celular y elevados títulos de anticuerpos; estos animales son los que 
muestran los signos clínicos inespecíficos que conducen al animal a la muerte en un periodo de 
semanas o meses. Recientes descubrimientos han cuestionado sin embargo  la uniformidad de 
este patrón de evolución de  la enfermedad  (primero  inmunidad  celular  y después  inmunidad 
humoral)  al  detectar  algunos  tipos  de  inmunoglobulinas  (IgG1,  IgG2)  en  mayores 
concentraciones en animales en fases subclínicas con respecto a animales con paratuberculosis 
clínica (Koets et al., 2001; Waters et al., 2003). 
3.3. Signos clínicos y lesiones 
La paratuberculosis es una enfermedad crónica consuntiva caracterizada por  la pérdida 
de condición corporal progresiva (Chiodini et al., 1984a). A pesar de que se asocia con animales 
con diarrea, en un mal estado de carnes y próximos a la muerte, lo cierto es que en un rebaño 
infectado la proporción de animales en fase clínica avanzada de la enfermedad es relativamente 
reducida (Whitlock y Buergelt, 1996). Antes de llegar a esa fase, podemos distinguir tres etapas 
previas: 
• una fase de infección “silenciosa”, típica de animales jóvenes por debajo de los dos años, en 
los  que  no  se  manifiesta  ningún  signo  clínico  aunque  pueden  estar  ya  excretando 
micobacterias al ambiente en pequeñas cantidades. Estos animales resultan muy difíciles de 
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detectar,  ya  que  solo  puede  intentarse  mediante  técnicas  de  diagnóstico  de  inmunidad 
celular, que muestran en general una baja especificidad (Tiwari et al., 2006) 
• una  fase  subclínica,  que  puede  durar  hasta  varios  años.  Los  principales  síntomas  que  se 
observan son un descenso de  la producción en ganado de leche y en ocasiones alteraciones 
reproductivas  y  mastitis,  que  ocasionan  pérdidas  económicas  (Stabel,  1998;  Johnson‐
Ifearulundu et al., 1999; Johnson‐Ifearulundu et al., 2000). En ocasiones estos animales son 
sacrificados por este motivo, con lo que la enfermedad puede estar presente en el rebaño a 
pesar no haber animales en fases clínicas. Hay una excreción  intermitente de micobacterias 
en  las heces, y una proporción de estos animales  tienen  títulos de anticuerpos detectables 
(Tiwari et al., 2006) 
• Una  fase clínica, que aparece después de un periodo de  incubación que normalmente dura 
de 2 a 10 años. Aparecen  los signos típicos de  la paratuberculosis, tales como  la pérdida de 
peso y una diarrea  intermitente, consecuencia del engrosamiento de  la pared  intestinal que 
origina  un  cuadro  de  malabsorción,  si  bien  ésta  no  se  presenta  en  todas  las  especies 
(Whitlock  y  Buergelt,  1996;  Manning,  2001;  Tiwari et al.,  2006).  Estos  animales  son 
fácilmente detectables en cultivos fecales o ELISAs de detección de anticuerpos frente a Map.  
En  la  fase  clínica  avanzada  aparecen  otros  síntomas  como  hipoproteinemia  y  edema 
mandibular, hasta  llegar a un punto en el que  los animales están  tan débiles que no pueden 
levantarse y mueren en el  transcurso de semanas  (Clarke, 1997; Manning y Collins, 2001). Sin 
embargo,  la  proporción  de  animales  que  llegan  a  esta  fase  es muy  pequeña,  ya  que  en  la 
mayoría  de  los  casos  se  les  sacrifica  en  alguna  de  las  dos  fases  anteriores  debido  a  su  baja 
producción  (Buergelt  y  Duncan,  1978).  En  otras  especies  animales  distintas  del  vacuno  los 
síntomas  pueden  reducirse  a  un  adelgazamiento  progresivo,  que  en  el  caso  de  especies  con 
capas  densas  de  lana  (como  ovejas  o  llamas)  puede  pasarse  por  alto  hasta  fases  avanzadas 
(Manning, 2001).  
Las  lesiones macroscópicas visibles en  la necropsia  son, por una parte,  las  comunes a 
otras  enfermedades  consuntivas  (ausencia  de  depósitos  grasos,  atrofia muscular,  edemas…), 
junto con una afectación más específica del  tracto digestivo, concretamente en  íleon, yeyuno, 
válvula  ileocecal  y  linfonodos  asociados  (Buergelt et al.,  1978; Chiodini et al.,  1984a;  Clarke, 
1997).  Se  aprecia  un  engrosamiento  de  la mucosa,  principalmente  en  la  zona  del  íleon,  que 
forma  gruesos  pliegues,  adquiriendo  un  aspecto  “cerebroide”  (por  analogía  con  las 
circunvoluciones cerebrales), presentando en ocasiones áreas hemorrágicas  (Clarke, 1997). Los 
linfonodos asociados experimentan un aumento de tamaño y adquieren un aspecto tumefacto, y 
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en ocasiones se aprecia una linfangiectasia (i.e. dilatación de los vasos linfáticos), si bien esto es 
más común en pequeños rumiantes. En raras ocasiones hay afectación de otros órganos, aunque 
se han descrito casos en hígado y corazón (Buergelt et al., 1978; Clarke, 1997). En otras especies 
animales la paratuberculosis da lugar a cuadros de lesiones similares (Clarke, 1997; Greig et al., 
1997). 
Mediante un análisis histológico  se puede observar una enteritis granulomatosa,  cuya 
lesión más  característica  es  un  infiltrado  celular  formado  por macrófagos,  linfocitos  y  células 
epitelioides  en  la  lámina  propria  intestinal,  que  puede  afectar  a  otras  capas  (Buergelt et al., 
1978;  Chiodini et al.,  1984a;  Corpa et al.,  2000a).  Las  lesiones  pueden  variar  mucho 
dependiendo  de  la  especie  afectada,  el  tipo  de  cepa,  el  estado  inmunológico  y  la  fase  de 
infección,  yendo  desde  lesiones  focales  a  formas  difusas.  Se  han  establecido  clasificaciones 
detalladas  en  función de  la naturaleza,  localización,  extensión  y  tipos  celulares  implicados  en 
bovino (Buergelt et al., 1978; González et al., 2005), ovino (Stamp y Watt, 1954; Rajya y Singh, 
1961; Carrigan  y  Seaman, 1990; Clarke  y  Little, 1996; Pérez et al., 1996)  y  caprino  (Paliwal  y 
Rajya, 1982; Tafti y Rashidi, 2000; Corpa et al., 2000a). En conjunto podemos hablar de lesiones 
focales o multifocales  localizadas en  fases  iniciales de  la enfermedad, con escasa presencia de 
micobacterias,  que  se  producen  cuando  la  respuesta  inmune  es  fundamentalmente  de  base 
celular;  y  lesiones difusas o  graves,  características de  fases más  avanzadas de  la  enfermedad 
cuando  el  animal  tiene  altos  títulos  de  anticuerpos,  en  las  que  puede  haber  una  alta  carga 
micobacteriana, aunque no en todos los casos (formas paucibacilares). Se han descrito distintos 
perfiles de secreción de citoquinas asociados a formas multibacilares y paucibacilares en casos 
de paratuberculosis ovina (Smeed et al., 2007).  
3.4. Diagnóstico 
El diagnóstico de la paratuberculosis se basa fundamentalmente en dos herramientas: la 
demostración  de  la  presencia  del  agente  (mediante  cultivo  bacteriológico  o  detección  de  su 
ADN)  y  la  detección  de  la  respuesta  inmune  desencadenada  por  la  infección.  El  diagnóstico 
clínico  se  ve  complicado  por  la  inespecificidad  de  la  sintomatología,  si  bien  la  aparición  de 
cuadros compatibles en varios animales con edades de 2 a 4 años, y normalmente coincidentes 
con periodos de estrés, pueden hacer sospechar de un caso de paratuberculosis; por otra parte, 
el diagnóstico anatomo‐patológico solo puede hacerse post‐mortem, aunque tiene la ventaja de 
que puede detectar animales en fases subclínicas, con lesiones focales (Pérez et al., 1996; Corpa 
et al., 2000a). 
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3.4.1. Detección del microorganismo 
 
3.4.1.1. Cultivo bacteriológico. 
El  diagnóstico  bacteriológico  es  el más  específico,  y  debe  emplearse  siempre  para  la 
confirmación de  la  infección en un  rebaño, pero es poco  sensible y  requiere bastante  tiempo 
(Stabel, 1998). Sin embargo, se sigue considerando el método de referencia para el diagnóstico 
de paratuberculosis, y en general es más sensible que la histopatología (Whittington y Sergeant, 
2001;  Martínson et al.,  2008).  Las  muestras  de  elección  son  válvula  ileocecal  y  linfonodo 
ileocecal o, en el caso de animales vivos, muestras fecales, si bien el uso de éstas disminuye  la 
sensibilidad  del  cultivo  en  todas  las  especies  ya  que  solo  detecta  animales  excretores,  y  son 
muestras más  susceptibles  de  contaminarse  (Whitlock  y  Buergelt,  1996; Whittington et al., 
1999;  Pavlik et al.,  2000b; Whittington  y  Sergeant,  2001; Huntley et al.,  2005). De  cualquier 
forma, el cultivo fecal es una buena alternativa diagnóstica  in vivo, ya que detecta animales en 
fases  más  tempranas  que  el  ELISA  y  puede  complementar  a  éste  (Whitlock et al.,  2000; 
Gasteiner et al., 2000; Eamens et al., 2000). Sin embargo, uno de  los mayores  inconvenientes 
que plantea el uso rutinario del cultivo fecal como técnica diagnóstica de paratuberculosis es su 
elevado  coste  económico;  para  disminuir  dicho  coste,  derivado  de  la  realización  de  cultivos 
fecales  individuales en todo un rebaño, se ha evaluado  la posibilidad de procesar muestras de 
distintos animales juntas en una mezcla (pooled fecal culture) en bovino y ovino, concluyéndose 
que  proporciona  una  aceptable  sensibilidad  y  rebaja  mucho  los  costes  (Whittington et al., 
2000a; Wells et al., 2002; Sergeant et al., 2002).  
Los  medios  de  cultivo  sólidos  más  empleados  son  los  basados  en  yema  de  huevo 
[Herrold’s  Egg  Yolk Medium,  HEYM  (Merkal et al.,  1964)  y  Lowëstein‐Jensen,  LJ  (Jorgensen, 
1982)],  en  suero  [Dubos,  (Saxegaard,  1985)]  y  los medios  sintéticos  [Middlebrook,  (Merkal  y 
Curran,  1974)];  todos  ellos  llevan  normalmente  incorporada  la  micobactina  J  (Merkal  y 
McCullogh,  1882),  necesaria  para  el  primo‐aislamiento  de  la  mayoría  de  aislados  (ver 
Mycobacterium  avium  subsp.  paratuberculosis,  pág  17).  Algunas  cepas  de Map  resultan más 
difíciles de cultivar en el laboratorio, en especial las pertenecientes a los tipos I y III, por lo que 
resulta de crucial importancia la elección de los medios de cultivo más apropiados (Juste et al., 
1991; Whittington et al., 1999; de Juan et al., 2006b; Gumber y Whittington, 2007; Cernicchiaro 
et al.,  2008).  Map  se  caracteriza  por  tener  una  velocidad  de  crecimiento  in  vitro 
extremadamente  lenta, por  lo que el tiempo necesario para obtener un cultivo positivo puede 
oscilar entre las tres semanas y más de un año, especialmente en el caso de cepas de tipo I y III 
(Chiodini et al., 1984a; Whittington y Sergeant, 2001; de Juan et al., 2006b).  
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En  los  últimos  años,  gracias  a  la  puesta  a  punto  de  sistemas  automáticos  de  cultivo 
líquido, se ha podido reducir sensiblemente ese lapso de tiempo, incrementándose también en 
cierta medida  la sensibilidad de  la  técnica de cultivo. El primero que se utilizó con aislados de 
Map fue el sistema radiométrico BACTEC 460 system (Becton Dickinson  inc.), un medio  líquido 
Middlebrook 7H12 que detecta  las  variaciones  en  las  concentraciones de CO2 producto de  la 
respiración  bacteriana mediante  un  sistema  de  detección  de  14C;  este  sistema  se  empleó  en 
primer  lugar  para  el  aislamiento  de micobacterias  patógenas  humanas  y  luego  fue  adaptado 
para  el  aislamiento  de  Map  añadiéndole  al  medio  de  cultivo  antibióticos,  antifúngicos, 
micobactina  J y yema de huevo  (Damato et al., 1982; Damato et al., 1987; Damato y Collins, 
1990;  Collins et al.,  1990b;  Whittington et al.,  1999).  Otros  sistemas  automatizados  no 
radiométricos  empleados  para  el  aislamiento  de  Map  son  el  MGIT  (Becton  Dickinson  Inc.) 
(Schwartz et al., 2000), el TREK ESP (Trek Diagnostics  Inc. Ohio, EEUU) (Shin, 2000) y el ROCHE 
MB check system (Becton Dickinson Inc.) (Ridge, 1993).  
Los inconvenientes de estos sistemas de cultivo respecto al cultivo tradicional en medios 
sólidos  son  su mayor  tasa  de  contaminación,  su  elevado  coste  económico  y  la  necesidad  de 
identificar  posteriormente  el  crecimiento  obtenido  en  el  medio  líquido,  ya  sea  mediante 
métodos moleculares  (más  rápido, pero más  caro) o haciendo un  subcultivo  en medio  sólido 
(más barato, pero más lento) (Whittington et al., 1999).  
3.4.1.2. Detección de ADN 
Una alternativa diagnóstica al cultivo mucho más  rápida es  la detección de secuencias 
específicas  del  ADN  de  Map  directamente  sobre  las  muestras  clínicas,  lo  que  implica  su 
presencia  en  dicha  muestra.  Esta  detección  puede  llevarse  a  cabo  mediante  técnicas  de 
hibridación  in situ  (Hulten et al., 2000a; Hulten et al., 2000b; Sechi et al., 2001; Hulten et al., 
2001;  Jeyanathan et al.,  2006),  PCRs  directas  (detalladas  más  adelante)  o  incluso  una 
combinación de ambas (Sanna et al., 2000). Sin duda el método más extendido ha sido el de la 
PCR directa a partir de muestras clínicas, normalmente dirigida hacia el elemento IS900 (Green 
et al., 1989) por encontrarse repetido en el genoma de Map de 14 a 18 veces (Bull et al., 2000a), 
lo que hace que disminuya su umbral de detección en comparación con genes presentes en una 
sola copia; pero también se han diseñado otros sistemas dirigidos a diversas secuencias del ADN 
de Map, como el f57 (pág. 19) (Tasara y Stephan, 2005; Bosshard et al., 2006). Tras la aplicación 
de distintos métodos de extracción de ADN,  la PCR directa se ha utilizado en muestras  fecales 
(Vary et al., 1990; Garrido et al., 2000; Marsh et al., 2000; Marsh y Whittington, 2001; Paolicchii 
et al., 2003; Eamens et al., 2007; Kawaji et al., 2007; Scott et al., 2007a), muestras de tejidos 
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(Gwozdz et al., 1997; Gwozdz et al., 2000c; Vansnick et al., 2007) y muestras de leche (Millar et 
al., 1996; Giese y Ahrens, 2000; Grant et al., 2000; Grant et al., 2001; Odumeru et al., 2001; 
Pillai  y  Jayarao,  2002;  Grant et al.,  2002a;  Paolicchii et al.,  2003;  Tasara  y  Stephan,  2005; 
Bosshard et al., 2006; Donaghy et al., 2008). Otra muestra empleada para la realización de PCRs 
directas ha  sido  la  sangre,  aunque  con  resultados  contradictorios en  cuanto  a  su  sensibilidad 
(Gwozdz et al., 1997; Gwozdz et al., 2000c; Naser et al., 2004; Juste et al., 2005; Bhide et al., 
2006). 
Los  inconvenientes  fundamentales  que  presentan  las  técnicas  de  PCR  directa  sobre 
muestras  clínicas  son  la  presencia  de  inhibidores  de  la  PCR  en  las  propias  muestras 
(especialmente en las de heces) (Vary et al., 1990; Garrido et al., 2000; Eamens et al., 2007) y la 
imposibilidad de demostrar la viabilidad de las bacterias: esto es de gran importancia en el caso 
de  PCRs  directas  realizadas  en  muestras  de  leche,  ya  que  para  confirmar  la  presencia  de 
bacterias  viables  es  imprescindible  realizar  además  un  cultivo  bacteriológico  (Grant et al., 
2002a). También resulta de gran importancia la optimización del método de extracción de ADN 
aplicado (Chui et al., 2004). Aun así, aunque resulta difícil que puedan sustituir al cultivo como 
prueba diagnóstica de  referencia, estas  técnicas han demostrado una  indudable eficacia como 
métodos complementarios para incrementar la sensibilidad. 
3.4.2. Detección de la respuesta inmune del hospedador 
La detección de  la respuesta  inmune desencadenada en el hospedador por  la  infección 
de  Map  es  la  base  de  todas  las  pruebas  de  diagnóstico  inmunológico.  Como  ya  se  ha 
mencionado, en la paratuberculosis hay una primera fase en la que la respuesta inmune tiene un 
componente  celular, mientras que  en  fases más  avanzadas  éste disminuye  y  se produce  una 
respuesta humoral (ver pág. 27).  
Las pruebas de detección de la respuesta inmune celular son fundamentalmente dos: la 
intradermorreacción y el test de Interferón‐gamma (IFN‐γ). 
• Intradermorreacción: al igual que sucede en el caso de la tuberculosis (pág. 55), esta prueba 
mide  la hipersensibilidad retardada producida al  inyectarle a un animal un extracto de Map 
(Johnina) o M. avium (PPD aviar, más fácil de producir) y medir posteriormente el incremento 
observado en el grosor de la piel (Chiodini et al., 1984a; Cocito et al., 1994; Harris y Barletta, 
2001). Debido  a  su baja  sensibilidad  y  especificidad  (producto de  reacciones  cruzadas  con 
micobacterias ambientales) actualmente está en desuso (Collins, 1996).  
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• Test  de  IFN‐γ:  este  test,  adaptación  del  empleado  para  el  diagnóstico  de  la  tuberculosis 
bovina, mide  la producción  in  vitro de  IFN‐γ por  los  linfocitos ante  la estimulación  con un 
derivado proteico purificado  (PPD), normalmente elaborado a partir de una  cepa de Map, 
(johnina)  (Billman‐Jacobe et al., 1992). Demuestra una mayor  sensibilidad que  las pruebas 
serológicas  en  la  detección  de  animales  en  fases  subclínicas  de  la  enfermedad,  y  ha  sido 
utilizado  en  varios  ensayos  (Stabel,  1996;  Pérez et al.,  1996;  Gwozdz et al.,  2000b).  Sin 
embargo, su sensibilidad es mucho menor en poblaciones de animales en la etapa clínica de 
la enfermedad (Stabel, 1996), y su especificidad ha resultado insuficiente en algunas pruebas 
de campo  (McDonald et al., 1999); otros autores atribuyen esa baja especificidad al uso de 
animales  infectados  (falsos  negativos  en  el  cultivo)  como  controles  negativos,  y  obtienen 
mejores valores al analizar rebaños libres de paratuberculosis (Kalis et al., 2003). La aparente 
falta  de  especificidad  también  se  explicaría  por  la  detección  de  animales  que,  aunque 
infectados,  superaron dicha  infección, o de animales expuestos  (y por  tanto  sensibilizados) 
pero no infectados (Robbe‐Austerman et al., 2006b). Sin embargo, experimentalmente no se 
obtuvieron animales positivos al exponerlos por vía oral o nasal a concentraciones de bacilos 
paratuberculosos muertos (Robbe‐Austerman et al., 2007). Para aumentar la sensibilidad de 
la  prueba  también  se  ha  ensayado  con  inyecciones  intradérmicas  de  johnina  previas  a  la 
extracción de sangre (Stabel et al., 2007). 
Por  otra  parte,  las  pruebas  de  detección  de  la  inmunidad  humoral  se  basan  en  la 
detección de los anticuerpos producidos como respuesta a la infección por Map, que como ya se 
ha  dicho,  se  producen  en  fases  avanzadas  de  la  enfermedad.  Por  lo  tanto,  el  mayor 
inconveniente común a todas estas pruebas es su baja sensibilidad en la detección de animales 
en  fases  tempranas de  la enfermedad  (Harris  y Barletta, 2001).  Se han utilizado  tres pruebas 
para el diagnóstico de la paratuberculosis:  
• la  inmunodifusión  en  gel  de  agar  (AGID, Agar Gel  Immunodiffusion  test)  se  basa  en  la 
precipitación  de  los  complejos  antígeno‐anticuerpo  al  poner  en  contacto  un  suero 
problema  con  un  antígeno  seleccionado  en  un  gel  de  agar  (Sherman et al.,  1984). 
Presenta una buena especificidad pero una baja  sensibilidad, por debajo de  la obtenida 
mediante  la técnica de ELISA (Sherman et al., 1989; Sherman et al., 1990; McNab et al., 
1991;  Paolicchii et al.,  2003; Whittington et al.,  2003a;  Gumber et al.,  2006),  siendo 
además una técnica más laboriosa; sin embargo, en estudios en ovino se ha destacado la 
complementariedad  de  ambas  pruebas,  ya  que  detectaron  subpoblaciones  distintas  de 
animales  infectados  (Hope et al.,  2000; Gumber et al.,  2006; Robbe‐Austerman et al., 
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2006a).  Su  uso  es  recomendable  para  la  confirmación  del  diagnóstico  en  animales  con 
sintomatología clínica (Cocito et al., 1994; Dubash et al., 1996; Gwozdz et al., 2000b). 
• La fijación del complemento (FC, Complement Fixation test) fue un test muy utilizado en el 
pasado, y aún es una prueba requerida en la exportación internacional de ganado (Cocito 
et al., 1994; Manning y Collins, 2001). Ha demostrado una aceptable especificidad pero 
una baja sensibilidad, y en la actualidad es el menos utilizado dadas sus bajas prestaciones 
en  comparación  con el AGID y el ELISA y  su  laboriosidad y  subjetividad  (de  Lisle et al., 
1980; McNab et al., 1991; Sockett et al., 1992; Collins, 1996; Gwozdz et al., 2000b). 
• La prueba de  inmunoabsorción enzimática  (ELISA, Enzyme Linked  Immunosorbent Assay) 
es la prueba de detección de anticuerpos más extendida en la actualidad en el diagnóstico 
de paratuberculosis (y de muchas otras enfermedades). Presenta varias ventajas prácticas, 
tales  como  su  automatización,  su  repetitibilidad,  la  interpretación  objetiva  de  sus 
resultados, la posibilidad de analizar un número elevado de muestras en poco tiempo y la 
capacidad  de  modificar  el  punto  de  corte  en  función  de  la  mayor  sensibilidad  o 
especificidad deseada (Manning y Collins, 2001; Sergeant et al., 2003; Whittington et al., 
2003a; Gumber et al., 2006). Además puede emplearse para analizar muestras de  leche 
(Sweeney et al.,  1994;  Collins et al.,  2005;  van Weering  H. et al.,  2007),  y  se  ha  ido 
adaptando a distintas especies además de los rumiantes domésticos (Kramsky et al., 2000; 
Manning,  2001;  Griffin et al.,  2005).  Para  incrementar  su  sensibilidad  y  especificidad 
normalmente se  incluye un paso de preadsorción con antígenos de Mycobacterium phlei 
para  eliminar  anticuerpos  inespecíficos  que  podrían  dar  lugar  a  reacciones  cruzadas 
(Milner et al., 1987; Harris y Barletta, 2001; Manning y Collins, 2001). Es más sensible que 
las  dos  anteriores  (Collins,  1996),  aunque  como  ya  se  ha  citado  hay  una  cierta 
complementariedad  entre  el AGID  y  el  ELISA,  ya que no detectan  los mismos  animales 
infectados (ver AGID). Sin embargo, la sensibilidad de esta prueba en relación al cultivo es, 
como ha quedado descrito, limitada en la detección de animales en fases tempranas de la 
enfermedad  (por  debajo  del  50%  y  en  ocasiones  hasta  del  30%),  siendo  mucho  más 
sensible en animales excretores (Sockett et al., 1992; Sweeney et al., 1995; Dargatz et al., 
2001a; McKenna et al., 2005; Collins et al., 2005). Sin embargo en un estudio longitudinal 
el  incremento en  los valores del ELISA por debajo del punto de corte no  resultó  ser un 
indicador válido en  la predicción del estado  infeccioso del animal (Sweeney et al., 2006). 
Todos estos resultados  indican que, aun siendo el ELISA una herramienta  imprescindible 
en los programas de control de paratuberculosis, el cultivo bacteriológico continúa siendo 
la  prueba  de  referencia  en  el  diagnóstico  de  la  enfermedad.  De  cualquier  forma,  el 
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descubrimiento  de  la  producción  de  ciertos  anticuerpos  en  fases más  tempranas  de  la 
enfermedad  (Koets et al.,  2001; Waters et al.,  2003),  así  como  la  elección  de  nuevos 
antígenos  más  sensibles  y  específicos  están  permitiendo  el  diseño  de  nuevos  ELISAs 
experimentales  con  superiores  valores  de  sensibilidad  y  especificidad  (Paustian et al., 
2004; Griffin et al., 2005; Eda et al., 2006; Speer et al., 2006). 
3.5. Tratamiento y control 
 
3.5.1. Tratamiento. 
Actualmente no hay ningún  tratamiento aplicable a animales de producción, ya que el 
costo  de  éste  sería  inasumible,  y  precisaría  de  una  pauta  de  administración  diaria  durante 
mucho  tiempo  (Emery  y Whittington,  2004).  Estudios  in  vitro  han  demostrado  que Map  es 
sensible  a  varios  antibióticos,  entre  los  que  destacan  claritromicina,  estreptomicina, 
ciprofloxacina, rifabutina y amikacina, obteniéndose resultados contradictorios con el etambutol 
(Chiodini et al.,  1984c;  Chiodini,  1990;  Rastogi et al.,  1992; Williams et al.,  1999),  aunque 
posteriores estudios han revelado una mayor resistencia a la claritromicina (Zanetti et al., 2006). 
Recientemente se ha comprobado que algunos medicamentos  inmunosupresores, aplicados en 
medicina humana en  la enfermedad de Crohn,  también  tienen una actividad  in  vitro  frente  a 
Map  (Greenstein et al.,  2007;  Collins  y  Shin,  2007).  Sin  embargo,  aunque  la  aplicación  de 
tratamientos experimentales basados en éstos y otros antibióticos  lograron atenuar el cuadro 
clínico y las lesiones observadas en la necropsia en varias experiencias, no consiguieron eliminar 
la  infección, manteniéndose por  tanto  los  animales  como posibles  fuentes de Map  (Merkal  y 
Larsen, 1973; Slocombe, 1982; St‐Jean y Jernigan, 1991; Brumbaugh et al., 2000). La explicación 
de la ineficacia de los tratamientos in vivo se ha atribuido en parte a la naturaleza de patógeno 
intracelular de Map, lo que haría que los antibióticos no pudieran ejercer su efecto (Cocito et al., 
1994).  Para  que  el  tratamiento  fuera  una  opción  viable  sería  necesario  el  empleo  de 
quimioterápicos capaces de penetrar en  los macrófagos, y cuyo coste fuera asumible por parte 
de  los propietarios de  los animales  (Harris  y Barletta, 2001).  Se ha especulado  con  la posible 
aplicación de virus bacteriófagos frente a Map como una alternativa, pero de momento no hay 
datos experimentales que avalen  la utilidad de esa estrategia  (Emery y Whittington, 2004). De 
momento, el empleo de antibióticos sólo puede plantearse en el caso de animales de un elevado 
valor genético con fines reproductivos, y siempre valorando el riesgo de estar manteniendo un 
posible foco de infección (St‐Jean G., 1996; Harris y Barletta, 2001). 
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3.5.2. Medidas de manejo. 
Dada  la  inexistencia  de  estrategias  terapéuticas  válidas,  la  lucha  frente  a  la 
paratuberculosis  debe  centrarse  en  el  control  de  la  enfermedad  con  vistas  a  una  eventual 
erradicación. Todos los programas de control deben ir encaminados a la disminución de nuevos 
casos de infección y a la eliminación de los animales enfermos excretores del agente infeccioso 
con el fin de eliminar las fuentes de infección de una explotación (Whittington y Sergeant, 2001; 
McKenna et al.,  2006a).  En  el  caso  de  la  paratuberculosis,  la  detección  de  las  fuentes  de 
infección  es muy  complicada  debido  al  largo  periodo  de  incubación  de  la  enfermedad  y  la 
elevada proporción de animales en fases subclínicas (y por tanto difíciles de detectar) existente 
en  un  rebaño  infectado;  estos  animales  pueden  excretar  grandes  dosis  de micobacterias  al 
ambiente,  creando  por  tanto  una  situación  idónea  para  la  infección  de  nuevos  individuos 
susceptibles  (Kennedy  y Benedictus,  2001).  Se han descrito una  serie de medidas  de manejo 
críticas relacionadas con  la reposición para disminuir  la prevalencia de paratuberculosis en una 
explotación (Collins et al., 1994; Wells y Wagner, 2000b; Harris y Barletta, 2001; McKenna et al., 
2006a): 
• limpieza y desinfección de las naves, especialmente de las de maternidad 
• Separación inmediata de las crías recién nacidas de sus madres después del parto 
• Uso de calostro artificial o calostro de madres negativas; limpieza de las ubres antes de 
la recolección del calostro 
• En fases posteriors, empleo de leche pasteurizada o leche en polvo 
• Separación de animales adultos y crías durante su primer año de vida 
• Utilización  de  diferente  equipamiento  para  el  manejo  de  los  residuos  y  de  la 
alimentación 
• No  reutilizar  las  deposiciones  de  animales  adultos  como  abono  para  campos  cuya 
producción se utilice en animales jóvenes 
En  otro  estudio,  empleando  una  aproximación  Bayesiana,  Nielsen  y  colaboradores 
identificaron varios factores de riesgo estadísticamente significativos en el área de  los terneros 
en explotaciones danesas de producción  lechera (Nielsen y Toft, 2007b):  la  limpieza en  la zona 
de  alimentación,  la  cantidad  de  paja  en  las  camas,  el  tipo  de  alojamiento  y  la  densidad  de 
animales.  
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Por otra parte, en  lo relativo a  la eliminación de animales  infectados de  la explotación, 
las medidas  recomendadas son el control de  los animales adultos mediante  tests diagnósticos 
(fundamentalmente  ELISA  y  cultivo  de  muestras  de  heces)  y  el  sacrificio  inmediato  de  los 
animales  con  signos  clínicos  compatibles  con  paratuberculosis  y/o  cultivo  fecal  positivo 
(Kennedy  y  Benedictus,  2001;  McKenna et al.,  2006a).  Para  disminuir  el  coste  de  la 
monitorización del rebaño pueden realizarse cultivos fecales de varios animales (ver diagnóstico 
bacteriológico,  pág.  31)  o  realizar  muestreos  ambientales  para  determinar  la  carga  de 
contaminación en distintas áreas (Raizman et al., 2004).  
Todas  estas medidas  están  encaminadas  a  la  ruptura  del  ciclo  de  transmisión  de  la 
paratuberculosis  entre  animales  infectados  excretores  (normalmente  en  fases  subclínicas)  y 
animales  susceptibles  (normalmente  crías  en  edad  lactante)  (Whittington  y  Sergeant,  2001). 
Para impedir la reintroducción de la enfermedad en una explotación es importante el control en 
la  incorporación  de  animales  nuevos  y  la  separación  de  granjas  colindantes,  evitando  en  la 
medida  de  lo  posible  la  utilización  de  pastos  comunes  (Kennedy  y  Benedictus,  2001).  Sin 
embargo, los programas de control se ven lastrados por la falta de sensibilidad a nivel individual 
de  las  técnicas diagnósticas disponibles en este momento  (Harris y Barletta, 2001; Kennedy y 
Benedictus, 2001). 
3.5.3. Vacunación. 
Como herramienta suplementaria a las medidas de control se ha recurrido en ocasiones 
a la vacunación, empleando vacunas vivas atenuadas o inactivadas. Desde la primera aplicación 
con una cepa atenuada (Vallée y Rinjard, 2008) se han realizado numerosos estudios en todas las 
especies de  rumiantes domésticos, y en  todos  los casos  se obtuvieron  similares  resultados:  la 
aplicación de las vacunas produjo una reducción en la sintomatología de los animales infectados, 
disminuyendo por tanto las pérdidas económicas producidas por la enfermedad; y los animales 
vacunados también eliminaron menores tasas de Map al ambiente, contribuyendo por tanto al 
descenso  de  la  carga  ambiental  de  la  bacteria  [entre  los  más  recientes  (Kormendy,  1994; 
Wentink et al.,  1994;  van  Schaik G. et al.,  1996; Gwozdz et al.,  2000a;  Corpa et al.,  2000b; 
Reddacliff et al.,  2006;  Garrido et al.,  2007;  Patton et al.,  2007)];  algunos  inconvenientes 
menores  descritos  en  estudios  de  vacunación  son  una  mayor  relajación  respecto  al 
mantenimiento de las medidas de manejo en explotaciones aplicando pautas de vacunación por 
una excesiva confianza en el efecto de la vacuna (Kalis et al., 2001); la aparición de lesiones en el 
punto de  inoculación de  la vacuna  (Reddacliff et al., 2006; Windsor y Eppleston, 2006), si bien 
son  mínimas  si  se  administra  correctamente  (Eppleston  y  Windsor,  2007);  y  el  riesgo  de 
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autoinoculaciones accidentales para el personal veterinario (Windsor et al., 2005; Richardson et 
al., 2005). Sin embargo, hay dos problemas asociados a la vacunación frente a paratuberculosis 
de mucha mayor  importancia: en primer  lugar, en ningún  caso previno  la  infección por Map, 
manteniéndose por tanto ésta en el rebaño, y los animales vacunados continuaron excretando la 
bacteria  al  ambiente  (Kalis et al.,  2001).  En  segundo  lugar,  se  ha  descrito  una  interferencia 
provocada por la vacunación con las pruebas de diagnóstico de paratuberculosis (Spangler et al., 
1991; Kormendy, 1994; Kohler et al., 2001; Muskens et al., 2002) y tuberculosis (Aranaz et al., 
2000; Kohler et al., 2001; Muskens et al., 2002).  
Por todo lo anterior, aun disminuyendo las manifestaciones clínicas de la enfermedad y 
las pérdidas económicas derivadas de ésta, la vacunación no es una estrategia compatible con la 
erradicación  de  la  paratuberculosis  (Cocito et al.,  1994;  Harris  y  Barletta,  2001;  Kennedy  y 
Benedictus,  2001;  Emery  y  Whittington,  2004).  En  países  actualmente  con  programas  de 
erradicación  de  tuberculosis  los  problemas  de  interferencia  diagnóstica  son  especialmente 
graves,  y  solo  serían evitables  con el desarrollo de  vacunas que permitieran  la diferenciación 
entre animales vacunados de infectados (Muskens et al., 2002).  
3.5.4. Persistencia en el ambiente 
Otro  factor que dificulta  el diseño de  los planes de  control  y  erradicación  frente  a  la 
paratuberculosis  es  la  capacidad  de Map  para mantener  su  viabilidad  en  el medio  ambiente 
durante  largos  periodos  de  tiempo.  En  este  sentido,  se  ha  aislado  a  partir  de  muestras 
ambientales  procedentes  de  granjas  infectadas  de  paratuberculosis,  encontrándose  una 
correlación  entre  la  cantidad  de muestras  positivas  y  el  número  de  animales  seropositivos  a 
paratuberculosis  (Berghaus et al.,  2006).  Del  mismo  modo,  el  grado  de  positividad  de  las 
muestras ambientales  recogidas en  zonas de almacenamiento de deposiciones,  los pasillos de 
los  establos  y  las  aguas  de  escorrentía  de  varias  granjas  se  relacionó  con  la  prevalencia  de 
paratuberculosis determinada mediante cultivos fecales. Whittington y colaboradores realizaron 
muestreos  ambientales  en  explotaciones  sometidas  a  vacío  sanitario  concluyendo  que  cinco 
meses después de la eliminación de los animales infectados la probabilidad de aislar Map en el 
ambiente era muy baja, aunque  se encontraron algunos cultivos positivos  (Whittington et al., 
2003b). Estudios experimentales realizados a mitad del siglo pasado demostraron que el agente 
de la paratuberculosis puede persistir durante más de 17 meses en agua de grifo, pero durante 
menos de un mes en materia  fecal mezclada  con orina bovina, y que  se veía afectado por el 
efecto de la luz solar, aunque la congelación a ‐14⁰C durante periodos superiores a 5 meses no 
impedía  su  crecimiento  posterior  (Larsen et al.,  1956).  También  se  demostró  que  podía 
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sobrevivir en heces bovinas contaminadas hasta 246 días  (Lovell et al., 1944). Posteriormente 
Jorgensen  y  colaboradores  estimaron  el  tiempo  de  supervivencia  de Map  en  una mezcla  de 
estiércol bovino y porcino en 252 días a 5⁰C y en 168 a 15⁰C (Jorgensen, 1977).  
Un estudio más reciente valorando el tiempo de supervivencia de Map en materia fecal 
contaminada  determinó  éste  en  55  semanas  en  muestras  conservadas  a  la  sombra,  siendo 
mucho menor en muestras expuestas al sol; la humedad no se consideró un factor determinante 
(Whittington et al., 2004). Además, el microorganismo sobrevivió hasta 24 semanas en la hierba 
crecida a partir de abono procedente de heces contaminadas en condiciones de sombra, y hasta 
9 semanas si se sometía a un 70% de sombra. Para almacenar los residuos orgánicos generados 
diariamente en una explotación el método más eficaz para eliminar el microorganismo  fue  la 
formación de abono, debido a las altas temperaturas generadas en este proceso (Grewal et al., 
2006)  
Otro factor que  influye en  la supervivencia de Map en el ambiente es  la naturaleza del 
suelo (Johnson‐Ifearulundu y Kaneene, 1997; Reviriego et al., 2000; Ward y Pérez, 2004; Dhand 
et al., 2007), asociándose su presencia con pHs ácidos  (Johnson‐Ifearulundu y Kaneene, 1999). 
Map  también  puede  ser  vehiculado  por  invertebrados,  como  demostraron  Fischer  y 
colaboradores al aislarlo a partir de muestras de moscas y lombrices procedentes de mataderos 
y de granjas  infectadas de paratuberculosis, y  lograr infecciones experimentales en escarabajos 
(Fischer et al., 2001; Fischer et al., 2003; Fischer et al., 2004; Whittington et al., 2005). Incluso 
los protozoos pueden constituir un reservorio de Map, ya que recientemente se ha  logrado  la 
ingestión  de  la  bacteria  por  algunos  (Acanthamoeba  polyphaga  y  A.  castellanii)  de  forma 
experimental, creando un ambiente que  le permite ser más resistente a tratamientos químicos 
como la cloración (Whan et al., 2006; Mura et al., 2006). En el laboratorio también se comprobó 
un cierto efecto de ciclos de UV sobre Map, mientras que el dióxido de cloro mostró un fuerte 
poder inactivador (Beran et al., 2007). 
Por último,  también se ha demostrado  la capacidad de Map de persistir en el agua de 
ríos y estanques: Pickup y colaboradores demostraron la presencia de la bacteria en el agua del 
río Taff, en Gales, en el 32% de  las muestras mediante PCR para  la detección de  IS900 y en el 
12.5% mediante  cultivo  directo  (Pickup et al.,  2005).  También  demostraron  la  presencia  de 
aislados viables después de 632 días en agua de lago. Por su parte, Whittington y colaboradores 
comprobaron que Map sobrevivía hasta 48 semanas en muestras de agua y sedimentos de un 
estanque mantenidas  a  la  sombra,  concluyendo  que  el  agua  podía  constituir  un  importante 
reservorio de infección (Whittington et al., 2005).  
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En algunos de estos experimentos el cultivo de aislados de Map de muestras de agua y 
del  ambiente  a  lo  largo  del  tiempo  dio  resultados  inconstantes  (cultivos  negativos  sucesivos 
seguidos de cultivos positivos),  lo que permitió especular con  la posibilidad de que  la bacteria 
pueda  entrar  en  un  estado  de  latencia  en  ausencia  de  nutrientes  (Whittington et al.,  2004; 
Whittington et al., 2005; Rowe y Grant, 2006). Whittington y  colaboradores detectaron en el 
genoma de Map secuencias homólogas a otras implicadas en la inducción de este fenómeno en 
M.  smegmatis  (secuencia  codificante  de  la  proteína  dps‐like)  y  M.  tuberculosis  (gen  relA), 
aportando  evidencias  indirectas  de  ello  (Whittington et al.,  2004).  Estudios  comparativos 
recientes  realizados  en  aislados  de  Map  revelaron  la  expresión  de  ciertas  proteínas  en 
condiciones de ausencia de oxígeno y nutrientes, en  lo que puede  ser un nuevo  camino para 
comprender como logra la bacteria la supervivencia durante largos periodos de tiempo (Gumber 
et al., 2007) 
3.6. Paratuberculosis en animales de vida salvaje 
Aunque  la  paratuberculosis  es  una  enfermedad  propia  de  los  rumiantes  domésticos, 
donde causa el mayor impacto económico, su agente causal ha sido aislado de un rango cada vez 
mayor de hospedadores, incluyendo incluso especies no rumiantes.  
La paratuberculosis presenta una gran importancia, creciente en las últimas décadas, en 
la  familia  Cervidae  (cérvidos).  Ha  sido  detectada  con  prevalencias  variables  en  poblaciones 
salvajes de cérvidos en Estados Unidos [ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus (Chiodini y 
Van Kruiningen, 1983; Shulaw et al., 1986; Raizman et al., 2005), ciervo de Virginia (Odocoileus 
virginianus  clavium)  (Quist et al., 2002), uapití  (Cervus elaphus nannodes)  (Cook et al., 1997; 
Manning et al.,  2003),  y  ciervo  sika  (Cervus  nipon)  (Temple et al.,  1979)]  y  Europa  [ciervo 
europeo (Cervus elaphus hippelaphus) (Nebbia et al., 2000), corzo (Capreolus capreolus) (Pavlik 
et al., 2000a; Machackova et al., 2004)], y se está convirtiendo en una enfermedad relevante en 
granjas de ciervo común (Cervus elaphus) y gamo (Dama dama) en Nueva Zelanda ((de Lisle et 
al., 1993; de Lisle et al., 2006)), Estados Unidos (Manning et al., 1998), Reino Unido (Fawcett et 
al., 1995),  Irlanda  (Power et al., 1993), Bélgica  (Godfroid et al., 2000), Alemania  (Commichau, 
1982), República Checa  (Pavlik et al., 2000a; Machackova et al., 2004) y España  (Marco et al., 
2002; Reyes‐García et al., 2008)]. En el único estudio  realizado en nuestro país al  respecto al 
comenzar  esta  tesis  se  detectó  la  infección  por  paratuberculosis  en  una  población  de  gamos 
(Dama dama) situada en la reserva regional de caza de El Sueve (Asturias) (Marco et al., 2002). 
La presencia de ocho animales con signos clínicos sospechosos  (diarrea) condujo al sacrificio y 
toma de muestras para el diagnóstico de paratuberculosis: el examen histopatológico reveló  la 
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presencia de lesiones compatibles con paratuberculosis en cinco de ellos, y en dos se confirmó la 
infección mediante el cultivo bacteriológico del agente. Sin embargo la realización de un ELISA y 
de  un  test  de  AGID  en  33  individuos  (incluyendo  los  ocho  animales  con  sintomatología)  dio 
resultados negativos en todos ellos, indicando la poca fiabilidad de las pruebas de detección de 
respuesta  inmune en ciertos casos, especialmente en especies no domésticas. La presencia de 
rumiantes domésticos con paratuberculosis en la zona fue apuntada como una posible fuente de 
infección para la población de gamos.  
En estas especies da  lugar a una enfermedad similar a  la que produce en  los rumiantes 
domésticos, pero con un curso clínico mucho más rápido, que puede producir el debilitamiento y 
la muerte de animales por debajo de un año de edad (Manning et al., 1998; Mackintosh et al., 
2002). La epidemiología en estas especies es similar a la ya descrita, con una transmisión fecal‐
oral y siendo los animales recién nacidos los más susceptibles, aunque se ha descrito una tasa de 
transmisión intrauterina y de excreción en leche superior a la observada en ganado vacuno (van 
Kooten et al., 2006; Thompson et al., 2007). Aunque se han descrito  infecciones naturales por 
cepas de tipo I y II (de Lisle et al., 1993; de Lisle et al., 2006) hay evidencias experimentales de 
que los aislados bovinos presentan una mayor virulencia (O'Brien et al., 2006; Mackintosh et al., 
2007).  
Otras especies rumiantes de vida salvaje de las que se ha aislado Map son cabras alpinas 
(Capra ibex) (Ferroglio et al., 2000), muflones (Ovis musimon) (Pavlik et al., 2000a; Machackova 
et al.,  2004),  cabras  de  las  rocosas  (Oreamnos  americanus),  muflón  de  las  rocosas  (Ovis 
canadensis)  (Williams et al., 1979),  llamas  (Lama glama)  (Belknap et al., 1994), alpacas  (Lama 
pacos)  (Ridge et al., 1995), guanacos  (Lama guanicoe)  (Salgado et al., 2007) y bisontes  (Bison 
bison) (Buergelt et al., 2000; Buergelt y Ginn, 2000; Huntley et al., 2005; Ellingson et al., 2005b), 
entre otras, concluyéndose que el microorganismo puede infectar cualquier especie de rumiante 
con la excepción hasta ahora de los jiráfidos (Manning, 2001) 
Un exhaustivo trabajo realizado sobre poblaciones de conejos (Oryctolagus cuniculus) en 
Escocia  reveló  la presencia de  lesiones  compatibles  con paratuberculosis en órganos de estos 
animales (Angus, 1990), y estimó después una prevalencia de la enfermedad del 67% en algunas 
áreas  cercanas  a  granjas  con  paratuberculosis  (Greig et al.,  1997),  aunque  estimaciones 
posteriores  la  rebajaron  alrededor  del  30%  (Judge et al.,  2006). Una  comparación mediante 
técnicas  de  caracterización  molecular  (PFGE  y  RFLP‐IS900)  de  aislados  de  vacas  y  conejos 
determinó que ambas especies  compartían cepas, planteando  la hipótesis de una  transmisión 
interespecífica de Map (Greig et al., 1999), posibilidad que fue demostrada experimentalmente 
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(Beard et al.,  2001b).  Estudios  sobre  los  hábitos  de  ambas  especies  determinaron  que  los 
conejos  son  en  efecto  una  posible  fuente  de  infección  para  el  ganado  a  través  de  la 
contaminación de los pastos con sus heces (Daniels et al., 2003a; Daniels et al., 2003b; Daniels 
et al.,  2003c;  Daniels et al.,  2003d;  Judge et al.,  2005).  En  los  estudios  descritos  no  se 
observaron  lesiones  asociadas  al  cultivo  de Map  en  el  conejo,  planteando  la  duda  de  si  la 
bacteria  causa  alguna  sintomatología  en  esta  especie.  La  transmisión  intraespecífica  por  vía 
intrauterina  resultó  poco  probable,  por  lo  que  la  infección  puede  mantenerse  en  estas 
poblaciones a través de una transmisión horizontal (fecal‐oral o sexual) (Judge et al., 2006). Un 
estudio  realizado  en Minnesota  (EEUU)  en  conejos  de  florida  (Sylvilagus  floridanus)  de  áreas 
cercanas  a  explotaciones  ganaderas  reveló  una  situación  epidemiológica  distinta,  ya  que  la 
prevalencia estimada mediante cultivo de heces fue muy baja (Raizman et al., 2005). 
De  forma  puntual  también  se  ha  cultivado  Map  de  otras  especies  de  vida  salvaje 
mamíferas no rumiantes, entre ellas el zorro (Vulpes vulpes), coyote (Canis latrans), tejón (Meles 
meles), armiño (Mustela erminea), comadreja (Mustela nivelas), hurón (Mustela putorious furo), 
oso  pardo  (Ursus  arctos),  rata  (Rattus  norvegicus)  y  ratón  de  campo  (Apodemus  sylvaticus), 
liebre  (Lepus  europaeus),  mapache  (Procyon  lotor),  armadillo  (Dasypus  novemcinctus),  gato 
salvaje  (Felis  catus),  zarigüeya  (Didelphis  virginiana),  musaraña  (Blarina  brevicauda),  mofeta 
(Mephitis mephitis) y jabalí (Sus scrofa) (Beard et al., 2001a; Machackova et al., 2003; de Lisle et 
al., 2003; Corn et al., 2005; Kopecna et al., 2006; Florou et al., 2007; Anderson et al., 2007). Se 
ha  aislado  también  de  varias  especies  de  aves,  concretamente  de  córvidos  [cuervo  (Corvus 
corone),  graja  (Corvus  frugileus)  y  grajilla  (Corvus  monedula)],  estornino  (Sturnus  vulgaris), 
gorrión (Passer domesticus) y agachadiza común (Gallinago gallinago) (Beard et al., 2001a; Corn 
et al., 2005).  Se ha  comprobado  experimentalmente  su  capacidad de  infectar otras  especies, 
como el cerdo (Larsen et al., 1971). Por último, se ha cultivado de varias especies de primates: 
en mandril (Papio sphinx) (Zwick et al., 2002), en macacos rabones (Macaca arctoides) (McClure 
et al., 1987) y en macaco Rhesus (Macaca mulatta) (Pitcock y Gisler, 1961).  
Con  la  excepción  de  los  rumiantes  (especialmente  cérvidos,  en  granjas  o  parques 
naturales) la paratuberculosis no parece suponer un problema clínico importante en la mayoría 
de  las especies de vida salvaje de  las que se ha aislado, y normalmente se han observado unas 
prevalencias muy bajas (con la excepción de las poblaciones de conejos en Escocia). Sin embargo 
la importancia de la capacidad de Map de infectar tan amplio rango de hospedadores radica en 
el hipotético riesgo que suponen éstos para  las explotaciones de rumiantes domésticos con  las 
que puedan entrar en contacto, especialmente en el caso de granjas que se encuentren libres de 
la  enfermedad  (Chiodini  y  Van  Kruiningen,  1983;  Daniels et al.,  2003b;  Corn et al.,  2005). 
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Experimentalmente se ha demostrado la capacidad de infección que cepas aisladas de animales 
de vida salvaje pueden tener en rumiantes domésticos (Williams et al., 1983; Dukes et al., 1992; 
Beard et al.,  2001b).  Esto  los  convierte  en  un  factor  a  tener  en  cuenta  a  la  hora  de  diseñar 
planes de control de la enfermedad. A la inversa, poblaciones de animales salvajes susceptibles 
pueden  ser  infectados  a  partir  de  explotaciones  donde  la  enfermedad  esté  presente,  lo  que 
puede tener graves consecuencias, especialmente en el caso de animales de gran valor biológico 
o especies protegidas (Riemann et al., 1979).  
3.7. Importancia de Map en Salud Pública 
 
3.7.1. Posible implicación en la enfermedad de Crohn y otras enfermedades 
La  importancia de Map  en  salud pública deriva  fundamentalmente de  la  controversia 
acerca  de  su  posible  papel  en  el  desencadenamiento,  establecimiento  o  persistencia  de  la 
enfermedad de Crohn. Ésta es una enfermedad crónica inflamatoria del intestino en el hombre, 
caracterizada  por  malestar  general,  pérdida  crónica  de  peso,  dolor  abdominal  y  diarreas, 
acompañado  en  ocasiones  por  fiebre  (Chiodini,  1989;  Stange et al.,  2006).  Fue  descrita  por 
primera  vez  en  1913 por Dalziel  (Dalziel,  1913),  aunque  recibió  su nombre del  autor de otra 
descripción posterior de  la enfermedad como una patología que afectaba al  intestino delgado 
(Crohn et al.,  1932).  Posteriormente  se  ha  reconocido  que,  si  bien  las  lesiones  se  localizan 
fundamentalmente  en  el  íleon  distal,  cualquier  parte  del  tracto  gastrointestinal  puede  estar 
afectada  (Grant, 2005). Forma parte de  las  llamadas Enfermedades  inflamatorias del  intestino 
(Inflammatory Bowel Diseases,  IBD)  junto  con  la  colitis ulcerosa; estas enfermedades  resultan 
difíciles  de  definir,  puesto  que  son  más  bien  síndromes  caracterizados  por  un  fenotipo 
clinicopatológico  similar  pero  con  varias  causas  (Shanahan,  2002).  Por  ello,  los  enfermos  de 
Crohn  forman un grupo muy heterogéneo, que puede dividirse en 24 subgrupos atendiendo a 
tres  parámetros:  edad  en  el  primer  diagnóstico,  localización  de  la  enfermedad  en  el  tracto 
gastrointestinal  y  comportamiento  de  la  enfermedad  (más  o menos  invasiva,  o  constrictiva) 
(Gasche et al., 2000). Dada la gran variedad existente entre distintos casos de la enfermedad se 
especula con que no todos tengan una misma etiología (Grant, 2005). 
Las posibles causas de la enfermedad que se han ido investigando a lo largo de los años 
incluyen (Grant, 2005): 
• Un origen infeccioso, debido a micobacterias (Map), E. coli, Listeria, o virus. 
• defectos  en  la  mucosa  intestinal  que  dan  lugar  a  desequilibrios  en  la  absorción  de 
bacterias y alimentos. 
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• alteraciones de  la respuesta  inmune (problemas de autoinmunidad,  lo que se traduce en 
una respuesta inadecuada del sistema inmune de la mucosa intestinal a la flora bacteriana 
normal produciendo alteraciones; o problemas de  inmunodeficiencia,  lo que  implica que 
no se eliminan de forma normal los microorganismos, y por ello se provoca una respuesta 
inmune celular compensatoria que da lugar a los trastornos). 
• susceptibilidad genética. 
En  la  actualidad  hay  un  consenso  en  la  comunidad  científica  acerca  del  origen 
multifactorial de  la enfermedad de Crohn, que  implicaría una  interacción entre ciertos factores 
de  susceptibilidad  genética,  uno  o  varios  microorganismos  y  la  respuesta  inmune  del 
hospedador desencadenada por una lesión en el tejido (Shanahan, 2002).  
La enfermedad de Crohn es una patología propia de países desarrollados, y su incidencia, 
al  igual que  la del resto de enfermedades  inflamatorias del  intestino, está experimentando un 
crecimiento  en  los últimos  años  (Loftus,  Jr.  y  Sandborn,  2002).  La  edad de presentación más 
habitual es de los 16 a los 25 años, aunque puede aparecer antes o en edad adulta, y afecta por 
igual a ambos sexos (Loftus, Jr. y Sandborn, 2002; Grant, 2005; Stange et al., 2006). Aún no se ha 
descubierto una cura, por lo que los únicos tratamientos descritos son paliativos, requiriendo en 
un  amplio  porcentaje  de  los  casos  (70‐80%)  cirugías  para  eliminar  el  intestino  afectado,  que 
posteriormente  suelen  recidivar  (Chiodini,  1989);el  abanico  terapeútico  disponible  para 
controlar  los  síntomas es muy amplio, dependiendo el  tratamiento del grado de enfermedad, 
localización de  la misma, presencia de otras manifestaciones clínicas, posibles efectos adversos 
de  los medicamentos,  etc,  por  lo  que  debe  valorarse  individualmente  (Travis et al.,  2006). 
Normalmente  se dirige a aliviar  los  síntomas, basándose en antidiarreicos, antiinflamatorios e 
inmunosupresores.  El  desconocimiento  de  la  causa  de  la  enfermedad  impide  el  diseño  de 
tratamientos etiológicos. 
En  lo  referente a  la posible  relación entre Map  y esta patología  cabe destacar que  la 
primera asociación entre paratuberculosis y enfermedad de Crohn data de 1913, pues ya Dalziel 
comparaba ambas enfermedades basándose en las similitudes en el cuadro clínico y las lesiones 
(Dalziel, 1913). Desde entonces se ha especulado mucho sobre el posible origen infeccioso de la 
enfermedad  de  Crohn.  En  un  intento  de  responder  a  esta  incógnita,  se  han  realizado 
numerososo  estudios  en  pacientes  de  Crohn  y  de  otras  IBDs  (fundamentalmente  de  colitis 
ulcerativa) en busca de evidencias de un contacto con Map.  
El cultivo bacteriológico de  la bacteria en muestras de pacientes enfermos de Crohn es 
sin duda  la demostración  irrefutable de su presencia en un estado viable, pero en ocasiones es 
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muy  difícil  de  lograr.  El  primer  aislamiento  de  una micobacteria  fue  obtenido  por  Chiodini  y 
colaboradores (Chiodini et al., 1984b). En un principio no pudieron  identificarla, ya que estaba 
en  lo que  luego se definió como esferoplasto o  forma con pared celular deficiente  (CWD, Cell 
Wall  Deficient)  (Chiodini et al.,  1986),  pero  observaron  algunas  características,  como  el 
extremadamente largo periodo de incubación (18 meses) y su dependencia de micobactina para 
el crecimiento  in vitro. Posteriormente se demostró que ese esferoplasto podía adoptar con el 
tiempo una  forma bacilar,  siendo  su  forma primaria  la probable causa del prolongado  tiempo 
necesario  para  su  primoaislamiento  y  de  su  incapacidad  para  teñirse  con  las  técnicas 
convencionales (Chiodini et al., 1986). Finalmente se identificaron esos esferoplastos como Map 
gracias a análisis de ADN (McFadden et al., 1987). Desde entonces se ha intentado aislar Map a 
partir de biopsias de pacientes de Crohn y controles con  resultados  irregulares: en un estudio 
realizado en 439 casos de enfermos de IBD y 324 controles no se consiguió aislar Map en ningún 
caso  (aunque  sí  detectar  su  ADN)  (Collins et al.,  2000), mientras  Schwartz  y  colaboradores 
(Schwartz et al., 2000), Bull y colaboradores (Bull et al., 2003a), y Sechi y colaboradores (Sechi et 
al., 2005) sí cultivaron  la bacteria empleando muestras de mucosa  intestinal de un porcentaje 
mayor  de  casos  enfermos  que  de  controles  sanos;  también  se  pudo  cultivar  a  partir  de  un 
paciente de VIH a partir de muestras de sangre, heces y de una biopsia  (Richter et al., 2002). 
Naser  y  colaboradores  dieron  un  paso  más  al  demostrar  la  distribución  sistémica  de  Map 
mediante cultivo en leche materna de pacientes de Crohn y en sangre de pacientes de Crohn y 
enfermos de colitis ulcerativa, pero no de los controles (Naser et al., 2000b; Naser et al., 2004).  
Dada  la  dificultad  que  entraña  el  cultivo  bacteriológico  se  han  adoptado  otras  dos 
estrategias para demostrar  la  implicación de Map en  la enfermedad de Crohn:  la detección de 
secuencias específicas de su ADN en muestras clínicas  (fundamentalmente  IS900, aunque esto 
puede  plantear  problemas  de  especificidad;  pág.  70)  y  el  análisis  serológico  en  busca  de 
anticuerpos frente a la bacteria. Las técnicas de detección de ADN pueden a su vez subdividirse 
en  las  basadas  en  la  extracción  del  ADN  bacteriano  y  la  realización  de  PCRs  o  bien  las  que 
emplean una sonda específica para realizar una hibridación  in situ. Desde  la primera detección 
de  IS900  de  muestras  de  pacientes  de  Crohn  (Sanderson et al.,  1992)  se  han  realizado 
numerosos estudios, ofreciendo en muchas ocasiones resultados contradictorios. Los diferentes 
protocolos  aplicados,  especialmente  a  la  hora  de  extraer  el  ADN,  podrían  explicar  esta 
heterogeneidad;  concretamente  el  no  aplicar  un  protocolo  suficientemente  agresivo, 
incorporando una  fase de  ruptura mecánica de  las  células, ha  sido  esgrimido  como  causa de 
falsos negativos  (Hermon‐Taylor et al., 2000; Bull et al., 2003a). De cualquier  forma, tomando 
como  referencia  los  trabajos publicados  a partir del 2000,  se pueden  encontrar  estudios que 
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describen  un  porcentaje  mayor  de  muestras  positivas  procedentes  de  Crohn  respecto  a 
controles sanos o con otras enfermedades (Collins et al., 2000; Sechi et al., 2001; Hulten et al., 
2001; Ryan et al., 2002; Bull et al., 2003a; Naser et al., 2004; Sechi et al., 2005; Autschbach et 
al., 2005; Romero et al., 2005), mientras que otros reflejan resultados discordantes (Fujita et al., 
2002; Bernstein et al., 2003; Ellingson et al., 2003; Baksh et al., 2004; Tzen et al., 2006). En una 
aproximación  ligeramente  diferente,  Ryan  y  colaboradores  describieron  la  mayor  tasa  de 
detección  de  ADN  de  E.coli  en  granulomas  de  enfermos  de  Crohn  respecto  a  los  controles, 
reflejando así  la posibilidad de que en estos pacientes haya un  incremento no específico de  la 
carga  bacteriana  (Ryan et al.,  2004).  Sin  embargo  Clancy  y  colaboradores  detectaron  un 
incremento  en  los  niveles  de  TNF‐α  de  las  muestras  de  pacientes  de  Crohn  asociado  a  la 
presencia de ADN de Map (Clancy et al., 2007).  
En cuanto a las evidencias aportadas por las pruebas serológicas, el antígeno empleado 
para detectar  los anticuerpos parece tener una gran  influencia en  los resultados (Grant, 2005). 
De cualquier forma, una vez más no hay unanimidad en los resultados obtenidos, pues mientras 
hay  autores  que  detectan  un  mayor  título  de  anticuerpos  frente  a  elementos  de  Map  en 
pacientes de Crohn  (Naser et al., 1999a; Collins et al., 2000; Naser et al., 2000a; Olsen et al., 
2001b; Shafran et al., 2002b; Olsen et al., 2003; Barta et al., 2004; Nakase et al., 2006) otros 
estudios no encuentran asociación entre ambos hechos, o en relación a un genotipo susceptible 
(ver más adelante) (Bernstein et al., 2004; Bernstein et al., 2007). Una posible explicación a  la 
discordancia entre los resultados reseñados reside en la posibilidad de reacciones cruzadas en el 
ELISA que den lugar a falsos positivos (Polymeros et al., 2006).  
Recientemente  se  realizó  una  revisión  y  meta‐análisis  de  los  trabajos  publicados 
relativos al aislamiento de ADN de Map y a  la detección de anticuerpos en pacientes de Crohn 
(Feller et al., 2007). La primera conclusión de dicho trabajo fue que muchos trabajos adolecían 
de  defectos  de  forma,  especialmente  en  el  tamaño  de  los  grupos  (casos/controles)  y  en  la 
selección  del  grupo  de  individuos  control.  A  pesar  de  ello  se  concluyó  que  en  ambos  casos 
(detección de ADN y serología) se observaba una asociación estadísticamente significativa entre 
un resultado positivo y ser paciente de Crohn. Sin embargo esta asociación no puede confirmar 
por sí misma el papel de Map como inductor de la enfermedad (Feller et al., 2007). 
Una última aproximación al problema consiste en  la valoración de  los resultados de  los 
tratamientos  de  pacientes  de  Crohn  basados  en  antibióticos  a  los  que  Map  es  sensible. 
Básicamente,  el  tratamiento  frente  a  la  enfermedad  de  Crohn  se  basa  en  la  supresión  de  la 
respuesta  inmune  del  hospedador  (mediante  corticoesteroides),  antiinflamatorios,  cirugía, 
suplementos  nutricionales  y  antibióticos  (Grant,  2005).  Según  algunos  investigadores,  la 
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remisión del cuadro clínico de algunos casos gracias a  tratamientos antibióticos  (normalmente 
una combinación de claritromicina, rifabutina y/o clofazimina) vendría dado por su efecto sobre 
Map  (Hermon‐Taylor,  2002).  Una  vez  más,  también  en  este  apartado  se  han  publicado 
resultados contradictorios, que van desde la remisión del cuadro clínico en ciertos pacientes de 
Crohn  (Borody et al., 2002; Shafran et al., 2002a; Borody et al., 2007) hasta  la producción de 
una  mejora  momentánea  (atribuida  a  un  efecto  antibacteriano  inespecífico)  seguida  de  un 
mantenimiento  de  los  síntomas  sin  beneficio  observable  (Selby et al.,  2007).  Resulta  difícil 
valorar  el  posible  efecto  de  estos  antibióticos  frente  a Map  dada  su  condición  de  patógeno 
intracelular y su metabolismo extremadamente  lento. Recientemente se ha descrito un posible 
efecto  bacteriostático  y  bactericida  in  vitro  de  algunos  medicamentos  aplicados  en  el 
tratamiento  de  Crohn  como  inmunosupresores  (Tiopurinas  como  la  6‐mercaptopurina  y  la 
azatioprina)  (Greenstein et al.,  2007;  Collins  y  Shin,  2007)  lo  que  haría  necesario  valorar  de 
nuevo  los estudios publicados hasta  la  fecha, pues en muchos de ellos se administraban estos 
inmunosupresores  junto  con  los  antibióticos;  de  igual  forma  da  una  explicación  a  la mejora 
experimentada  por  pacientes  tratados  solo  con  inmunomoduladores,  incompatible  con  una 
enfermedad de etiología bacteriana,  lo que constituía un argumento para  los detractores de  la 
teoría de Map como agente causal de la enfermedad de Crohn.  
Desde una óptica diferente, se han identificado varios genes asociados con la presencia 
de esta enfermedad, entre ellos el gen NOD2/CARD15, implicado en la destrucción bacteriana en 
las células del epitelio intestinal, lo que constituye un indicio de una posible etiología bacteriana 
asociada (Hugot et al., 2001; Girardin et al., 2003; Rioux et al., 2007). De hecho se ha descrito el 
caso  clínico  de  un  paciente  de  Crohn  en  posesión  de  los  alelos  de  susceptibilidad  de 
NOD2/CARD15 que sufría una infección por Map (Behr et al., 2004). La proporción de casos de 
Crohn  atribuibles  a mutaciones  en  el  gen  NOD2/CARD15  no  rebasa  el  15‐30%;  esto  podría 
resaltar  la  importancia de otros  factores genéticos y ambientales  responsables de otros casos 
Por otra parte, una proporción muy elevada de personas con los alelos de riesgo no desarrollan 
la enfermedad. Esto último puede explicarse porque haya otras rutas compensatorias del déficit 
protector que origina esa mutación, o bien porque  la mutación solo sea un factor de riesgo en 
presencia  de  algún  otro  elemento,  como  podría  ser  la  acción  de  un microorganismo  (Behr  y 
Schurr, 2006).  
A pesar de los muchos estudios realizados en distintos campos, la relación entre Map y 
la  enfermedad  de  Crohn  sigue  siendo  objeto  de  controversia  (Hermon‐Taylor,  2001; Quirke, 
2001; Shanahan, 2002; Hermon‐Taylor y Bull, 2002; Selby, 2003; Greenstein, 2003; Grant, 2005; 
Shanahan y O'Mahony, 2005; Sartor, 2005; Cirone et al., 2007; Raizman, 2007). A  la  luz de  los 
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últimos  estudios  revisados  anteriormente  parece  existir  un  grado  de  asociación  entre  la 
presencia de la bacteria y al menos una proporción relevante de los casos de pacientes de Crohn 
(Uzoigwe et al., 2007; Abubakar et al., 2007a). Sin embargo a día de hoy  la naturaleza de esa 
asociación sigue sin ser determinada, por lo que no se puede asumir un papel causal de Map en 
el desencadenamiento de la enfermedad, tal y como fue concluido por el panel de expertos de la 
Comisión  Europea  en  el  informe  emitido  en  el  año  2000 
(http://www.ec.europa.eu/food/fs/sc/scah/out38_en.pdf).  
También se ha asociado Map a  la etiología de otras enfermedes como  la sarcoidosis (el 
Zaatari et al., 1996) y a la diabetes mellitus tipo 1 (Dow, 2006; Sechi et al., 2007a; Sechi et al., 
2007b; Sechi et al., 2008).  
3.7.2. Posibles fuentes de exposición a Map para el hombre 
El  potencial  riesgo  que  podría  implicar  la  exposición  a  Map  en  relación  a  estas 
enfermedades ha hecho que  se haya puesto el  foco en  las posibles vías de  transmisión al  ser 
humano (Collins, 1997). En este sentido, es conocida la capacidad de los animales infectados de 
paratuberculosis de excretar el microorganismo en  la  leche (ver patogenia, pág. 26). Por ello el 
consumo  de  leche  de  animales  infectados  podría  ser  un  factor  de  riesgo  en  el  caso  de  que 
contuviera  cantidades  suficientes  de  bacterias  viables. Numerosos  trabajos  han  detectado  la 
presencia  de Map mediante  PCR  o  cultivo  en muestras  de  leche  individuales  o  de  tanques 
procedentes  de  ovino,  caprino  y  bovino  (Giese  y  Ahrens,  2000;  Grant et al.,  2001;  Pillai  y 
Jayarao, 2002; Grant et al., 2002a; Paolicchii et al., 2003; Bosshard et al., 2006; Arrigoni et al., 
2007;  Shankar et al.,  2007).  Teniendo  en  cuenta  que  la mayor parte de  la  leche  dedicada  al 
consumo humano se somete previamente a tratamientos térmicos, se han realizado numerosos 
estudios para determinar  la capacidad de Map para sobrevivir a dichos tratamientos (a  los que 
habitualmente  se  somete  la  leche),  diseñados  para  la  inactivación  de  M.  bovis.  Todos  los 
estudios destacan la mayor capacidad de Map para resistir el calor, aunque sus resultados sobre 
su capacidad para permanecer viable en concentraciones detectables difieren. Tomando como 
referencia los trabajos publicados en los últimos siete años, mientras algunos concluyen que las 
actuales condiciones de pasteurización deberían eliminar las cantidades esperables de bacterias 
(Pearce et al.,  2001;  Stabel,  2001; Cerf et al.,  2007; Rademaker et al.,  2007), otros  estudios 
concluyen  que  parte  las micobacterias  pueden  subsistir  en  leche  naturalmente  (Grant et al., 
2002b) o artificialmente  infectada (Gao et al., 2002; Stabel y Lambertz, 2004; McDonald et al., 
2005; Grant et al., 2005). Además de  la temperatura, otros factores como  la presión (Donaghy 
et al., 2007) o la homogeneización durante el tratamiento (Grant et al., 2005) pueden afectar a 
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las  tasas  de  supervivencia  de Map  [si  bien  no  en  todos  los  casos  (Rademaker et al.,  2007)]. 
Resulta difícil comparar los resultados de los distintos estudios debido a la existencia de distintas 
condiciones de  laboratorio,  lo que hace necesario  la unificación de  la metodología para poder 
concluir mediante experiencias de  laboratorio si  la  leche, sometida a  los tratamientos térmicos 
actuales, supone un riesgo potencial o no para el público (Stabel, 2000a; Lund et al., 2002). De 
cualquier  forma,  la  probabilidad  de  encontrar Map  en  leche  pasteurizada  será  tanto mayor 
como  sea  su  concentración  en  la  leche  previa  al  tratamiento,  viéndose  favorecida  su 
supervivencia por su capacidad de formar agregados (Grant, 2005).  
Siguiendo un enfoque distinto de  las anteriores  investigaciones de  laboratorio, algunos 
grupos  han  podido  evidenciar  la  presencia  de  Map  en  leche  pasteurizada  lista  para  su 
comercialización. En este caso es muy  importante  la diferenciación entre  la detección de ADN 
(O'Reilly et al., 2004; Lillini et al., 2008) y la de bacterias (Millar et al., 1996; Grant et al., 2002a; 
Ayele et al., 2005; Ellingson et al., 2005a; Paolicchii et al., 2006; Shankar et al., 2007), ya que 
mientras  que  la  primera  puede  suponer  que  la  pasteurización  ha  inactivado  los  bacilos 
presentes, la detección de Map por cultivo implica un potencial riesgo de infección. No obstante 
algunos  autores  atribuyen  estos  aislamientos  a  fallos  en  los  procesos  de  pasteurización  o 
posibles contaminaciones cruzadas en el laboratorio (Mendez et al., 2006; Cerf et al., 2007).  
Además de  la  leche, se ha apuntado a  los derivados  lácteos como posibles  fuentes de 
Map:  el  alimento  más  estudiado  ha  sido  el  queso.  Dos  trabajos  valoraron  la  tasa  de 
supervivencia  de  Map  en  el  madurado  de  quesos  preparados  con  leche  contaminada 
artificialmente  con  bacterias:  Sung  y  colaboradores  determinaron  que  en  la  acidificación 
producida  durante  el  proceso  de  maduración  del  queso  fresco  disminuía  sensiblemente  su 
viabilidad, mientras que el incremento en la concentración de sal no tenía efecto (Sung y Collins, 
2000); Spahr y colaboradores obtuvieron resultados similares en un estudio realizado en quesos 
suizos  curados  y  semicurados  (Spahr  y  Schafroth,  2001).  En  ambos  casos  se  resaltó  la 
importancia del calentamiento previo de  la  leche antes del procesamiento del queso. Estudios 
similares realizados en queso Cheddar elaborado con  leche contaminada con Map revelaron el 
riesgo de que parte de los bacilos sobrevivieran el proceso de maduración (Donaghy et al., 2003; 
Donaghy et al.,  2004).  El  análisis  de  quesos  procedentes  de  supermercados  y  tiendas  en 
distintos  países  revelaron  la  presencia  de Map mediante  detección  de ADN  (Clark,  Jr. et al., 
2006; Stephan et al., 2007) y cultivo (Ikonomopoulos et al., 2005) en un pequeño porcentaje de 
las muestras, revelando otra potencial vía de exposición para el consumidor. 
Otros posibles vehículos de Map que han sido investigados son el agua y la carne. Whan 
y  colaboradores  demostraron  la  capacidad  del  microorganismo  de  sobrevivir  a  ciertos 
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tratamientos de cloración  (Whan et al., 2001), y en estudios  independientes  fue detectado en 
muestras de  ríos cuya agua se destinaba después de  tratamientos potabilizadores al consumo 
humano (Pickup et al., 2005; Whan et al., 2005; Pickup et al., 2006). La posible  interacción de 
Map con protozoos presentes en el agua, demostrada experimentalmente  (Whan et al., 2006; 
Mura et al.,  2006),  podría  aumentar  su  resistencia  a  estos  tratamientos,  lo  que  unido  a  su 
capacidad para sobrevivir en ella durante largos periodos de tiempo (pág. 39) indica que el agua 
puede ser otra potencial fuente de exposición.  
Por  último,  se  ha  especulado  con  la  posibilidad  de  que  la  carne  también  pudiera 
transportar Map,  especialmente  en  el  caso  de  carne  picada,  elaborada  con  animales  viejos, 
debido  a  la  diseminación  del microorganismo  en  un  lote  de  producto  si  se  incluyen  tejidos 
(linfonodos)  infectados  (Grant,  2005).  Aunque  esta  hipótesis  es  posible  no  ha  podido  ser 
demostrada de forma empírica hasta la fecha, ya que los estudios realizados en este sentido no 
han detectado la presencia de Map (Jaravata et al., 2007). 
A  pesar  de  todas  estas  evidencias,  hasta  la  fecha  no  se  ha  podido  asociar  de  forma 
inequívoca  una  mayor  tasa  de  exposición  a  estas  posibles  fuentes  de  Map  y  una  mayor 
incidencia  de  enfermedad  de  Crohn.  Así, mientras  Scanu  y  colaboradores  sí  observaron  una 
asociación entre la infección por Map en pacientes de Crohn en Cerdeña y el consumo de quesos 
artesanales (Scanu et al., 2007), Abubakar y colaboradores no encontraron esa relación entre el 
establecimiento  de  la  enfermedad  y  el  mayor  contacto  con  los  alimentos  potencialmente 
contaminados (agua y leche) en 218 casos y 812 controles (Abubakar et al., 2007b). Por lo tanto, 
siguen  siendo  necesarios  nuevos  estudios  agrupando  todas  las  facetas  de  la  enfermedad 
(factores  genéticos,  posibles  factores  de  riesgo  tales  como  exposición  a  fuentes  de  Map, 
presencia  de  Map  u  otros  agentes  en  pacientes  y  ausencia  en  enfermos…)  para  poder 
determinar  el  papel  patógeno  de  este microorganismo  en  la  etiología  de  la  enfermedad  de 
Crohn.  
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4. IMPORTANCIA  DE  LAS  ENFERMEDADES  CAUSADAS  POR  EL 
COMPLEJO M.tuberculosis 
 
4.1. Tuberculosis humana 
La  tuberculosis  humana,  causada  principalmente  por  M.  tuberculosis  y,  en  menor 
medida, por M. bovis y M. caprae,  sigue  siendo una enfermedad de gran  importancia para  la 
Salud Pública. A pesar de que  su agente etiológico  fue  identificado hace más de 100 años,  la 
tuberculosis está muy lejos de ser una enfermedad controlada. En la década de los 80 se llegó a 
creer  que  podría  dejar  de  ser  un  problema  de  Salud  Pública,  especialmente  en  los  países 
desarrollados, gracias a los nuevos tratamientos antibióticos que se diseñaron. Sin embargo esta 
percepción cambió radicalmente en los años siguientes debido al constante incremento de casos 
de  tuberculosis  tanto  en Estados Unidos  como  en Europa.  Las  causas de  esta  inversión en  la 
tendencia  descendente  de  la  enfermedad  fueron  la  epidemia  del  virus  de  inmunodeficiencia 
humana  (VIH),  el  aumento  de  la  pobreza  (sobre  todo  en  áreas  metropolitanas)  y  el  flujo 
creciente de inmigrantes procedentes de países en vías de desarrollo, donde la prevalencia de la 
tuberculosis  es mucho mayor  (Raviglione,  2003).  La nueva  situación hizo que  la Organización 
Mundial de  la Salud  (OMS) declarara  la tuberculosis en situación de emergencia global.  (WHO, 
1994). A pesar de  los esfuerzos  invertidos en el control de  la enfermedad, sigue siendo una de 
las principales infecciones causantes de muertes en adultos (1,6 millones de personas en 2005). 
Según  datos  de  la  OMS  cada  segundo  se  produce  una  nueva  infección  por  el  bacilo  de  la 
tuberculosis en el mundo y aproximadamente una  tercera parte de  la población mundial está 
actualmente infectada por M. tuberculosis (Dye et al., 1999). De éstos últimos, alrededor de una 
décima parte desarrollará la enfermedad y excretará el bacilo, constituyendo por tanto un nuevo 
foco  de  infección.  De  especial  importancia  resultan  los  casos  de  coinfección  por  VIH  y 
tuberculosis,  ya  que  ambos  patógenos  actúan  de  forma  sinérgica  incrementando  la 
patogenicidad del otro. Así,  la  tuberculosis  es  la  causa más  común de mortalidad  en  adultos 
infectados por el VIH en países en vías de desarrollo (Odhiambo et al., 1999; Thoen et al., 2006). 
En  el  año  2000  la  población  coinfectada  por  VIH  y  tuberculosis  ascendía  a  11  millones  de 
personas en todo el mundo, lo que constituye un obstáculo formidable para lograr el control y la 
eventual erradicación de la enfermedad.  
  Aunque  la  tuberculosis  causada  por  M.  bovis  es  comparativamente  poco  frecuente, 
especialmente en países desarrollados  (Grange, 2001),  la  tuberculosis bovina se considera una 
enfermedad zoonótica de gran relevancia, y por ello se dedican grandes esfuerzos y recursos a 
su control. La proporción de casos de tuberculosis humana debidos a M. bovis es, de cualquier 
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forma, muy difícil de estimar con precisión, pues en muchas ocasiones tan solo se  identifica al 
agente causal como perteneciente al complejo M. tuberculosis (Reviriego Gordejo y Vermeersch, 
2006; Thoen et al., 2006). En 2005 se notificaron 119 casos de tuberculosis humana causada por 
M. bovis en la Unión Europea (4 de ellos en España), lo que constituye el mayor registro de casos 
desde 2001.  La mayoría de ellos  fueron notificados en  individuos mayores de 65  años  (EFSA, 
2006).  La  principal  fuente  de  M.  bovis  para  la  población  humana  es  el  ganado  vacuno, 
especialmente a través de productos elaborados a partir de leche sin pasteurizar procedente de 
animales  infectados  (2005; de  la Rua‐Domenech, 2006). También se han descrito  infecciones a 
partir  de  ciervos  (Fanning  y  Edwards,  1991),  focas  (Thompson et al.,  1993)  y  rinocerontes 
(Dalovisio et al., 1992). Tradicionalmente se ha considerado la transmisión entre personas como 
un  fenómeno  muy  poco  frecuente;  sin  embargo  hay  evidencias  de  que  en  determinadas 
circunstancias M. bovis puede causar brotes  transmisibles entre personas  infectadas  (Evans et 
al., 2007).  
  Otro de  los posibles agentes causales de  tuberculosis en el hombre es Mycobacterium 
caprae, causante de  tuberculosis en cabras principalmente, pero  también en ganado vacuno y 
otras especies (Gutiérrez et al., 1997; Aranaz et al., 1999; Prodinger et al., 2002; Kubica et al., 
2003; Aranaz et al., 2003).  
4.2. Tuberculosis en animales de abasto 
  Varios  países  de  la  Comunidad  Europea  están  calificados  como  libres  de  tuberculosis 
bovina (officially tuberculosis‐free, OTF). Sin embargo en varios países miembros aún se llevan a 
cabo planes de erradicación de esta enfermedad para alcanzar ese estatus, entre ellos España. 
La  erradicación  se  define  como  la  consecución  de  no más  de  un  0,1%  de  rebaños  bovinos 
infectados por año durante 6 años consecutivos , y que al menos el 99,99% de los rebaños sean 
oficialmente  libres  durante  esos  6  años  consecutivos.  La  relevancia  de  la  tuberculosis  bovina 
radica no solo en su influencia sobre la productividad ganadera y en su condición de enfermedad 
zoonótica,  sino  también a  las  restricciones asociadas dentro del mercado  intracomunitario de 
animales, sus carnes y sus productos. 
  Los primeros programas de control de  la  tuberculosis bovina se empezaron a aplicar a 
nivel nacional en España en 1986, aunque dirigiéndose principalmente al ganado lechero. Desde 
esa  fecha hasta  la actualidad  la prevalencia de  la enfermedad ha  ido disminuyendo de  forma 
sostenida, si bien en los últimos años el descenso ha sido menos pronunciado (Gráfico 1). 
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Gráfico 1. Evolución en porcentaje de la prevalencia en rebaño y la incidencia en animales de la 
tuberculosis bovina en el periodo 1986‐2006  (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, 
2007). 
  La prevalencia de rebaño registrada en el 2006 fue de un 1,76%, (un 0.44% en animales) 
si bien hay una  gran  variabilidad  entre Comunidades Autónomas  (CCAA): desde un 5,76%  en 
Andalucía  hasta  un  0,17%  en  Asturias  (Tabla  1).  De  forma  general  se  puede  decir  que  hay 
mayores prevalencias en la parte sur y centro oeste del país, mientras que la cornisa cantábrica y 
el levante presentan menor presencia de la enfermedad. Esta variabilidad puede explicarse por 
diferencias  climáticas  (la  prevalencia  es mayor  en  zonas más  secas  y  calurosas,  ya  que  esto 
favorece la agregación de animales y con ello la diseminación de la enfermedad) y productivas: 
en  el  norte  y  este  de  España  se  concentra  el  ganado  de  aptitud  lechera,  en  el  que  las 
prevalencias de  la enfermedad son menores; por el contrario, en el sur y en  la meseta hay un 
mayor porcentaje de ganado de carne, que empezó a ser saneado más tarde que el de leche, y 
por  ello  presenta  unas  prevalencias  de  tuberculosis  algo  superiores.  Además,  una  alta 
proporción de  las explotaciones de  carne  se explotan en  régimen extensivo, en ocasiones en 
zonas  de  difícil  acceso,  con  razas  autóctonas  de  manejo  complicado,  y  que  pueden  estar 
compartiendo pastos con otras especies (como la caprina) que pueden actuar como reservorios 
de la enfermedad.  
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CCAA  2001  2002  2003  2004  2005  2006 
ANDALUCÍA 12,32 9,65 8,47 6,73 5,32 5,76 
ARAGÓN 3,74 3,14 2,75 2,03 1,56 1,96 
ASTURIAS 0,3 0,32 0,22 0,24 0,18 0,17 
BALEARES 0,82 0,92 1,02 0,65 0,65 0,22 
CANARIAS 0,53 0,34 1,05 2,4 1 0,36 
CANTABRIA 0,73 1 1,34 1,41 1,16 1,05 
CAST. LA MANCHA 8,8 7,69 3,36 7,19 7,02 7,71 
CASTILLA Y LEÓN 5,21 5,1 5,66 3,78 3,37 5,11 
CATALUÑA 3,09 1,93 1,74 1,78 1,7 1,65 
EXTREMADURA 8,69 7,45 5,95 5,57 4,05 4,84 
GALICIA 0,56 0,52 0,43 0,46 0,31 0,20 
LA RIOJA 2,7 2,05 2,7 2,76 1,31 0,72 
MADRID 8,04 3,69 3,92 1,99 2,58 2,59 
MURCIA 9,02 5,79 1,48 7,59 4,46 4,96 
NAVARRA 0,6 0,52 0,82 0,36 0,38 0,27 
PAÍS VASCO 0,16 0,06 0,17 0,22 0,64 0,19 
VALENCIA 25,22 12,47 5,56 2,63 2,16 1,61 
TOTAL 2,9 2,7 2,14 1,8 1,52 1,76 
Tabla  1.  Prevalencias  de  rebaño  de  tuberculosis  bovina  por  CCAA  en  el  periodo  2001‐2006 
(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, 2007). 
  Un  último  factor  a  destacar  es  la  existencia  de  otras  especies  de  vida  salvaje  que 
también pueden actuar como reservorios (principalmente el jabalí y el ciervo) (Parra et al., 2003; 
Aranaz et al., 2004; Gortázar et al., 2005; Vicente et al., 2006; Hermoso de Mendoza J. et al., 
2006; Martín‐Hernando et al., 2007; Naranjo et al., 2008), y que se encuentran en densidades 
muy superiores en la mitad sur del país (Vicente et al., 2007). Todo esto puede explicar la mayor 
lentitud en el avance del programa de erradicación nacional en estas regiones. 
  Para  alcanzar  el  objetivo  de  la  erradicación  de  la  tuberculosis  bovina  es  fundamental 
detectar  los  animales  infectados  tan  rápido  como  sea  posible.  Por  ello  es  determinante  la 
sensibilidad de  las pruebas diagnósticas empleadas. En  la actualidad  las pruebas  rutinarias de 
diagnóstico oficial de  la tuberculosis son  la Intradermotuberculinización (IDTB) simple y  la  IDTB 
comparada  (Real  Decreto  2611/1996,  anexo  1).  La  primera  consiste  en  la  inoculación  de  un 
derivado purificado proteico (tuberculina o PPD) preparado a partir de la cepa de M. bovis AN5. 
El  fundamento  de  la  prueba  se  basa  en  que,  si  esa  tuberculina  se  inyecta  a  un  animal  cuyo 
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sistema inmune ya ha estado en contacto con M. bovis, provoca una reacción inflamatoria en el 
punto de  inoculación que alcanza  la máxima  intensidad a  las 48‐72 horas post‐inyección y que 
desaparece poco después. Por el contrario, si se somete a este test a un animal no infectado, no 
se observa reacción aparente.  
  La  IDTB  simple ha  sido  la piedra  angular de muchos programas de  erradicación,  y  en 
muchos  casos ha permitido  lograr  la erradicación de  la enfermedad  (Monaghan et al., 1994). 
Pero también se han identificado, con el paso del tiempo, una serie de factores que disminuyen 
la  capacidad  del  test  para  identificar  animales  infectados  (sensibilidad)  y  su  habilidad  para 
diferenciar los no infectados (especificidad). 
  Entre los factores que condicionan esta última se encuentra el hecho de que algunas de 
las  proteínas  existentes  en  la  PPD  bovina  se  encuentran  también  presentes  en  otras 
micobacterias, algunas de las cuales son ambientales (Aagaard et al., 2003). Por tanto animales 
que hayan sido expuestos a estas otras micobacterias pueden dar una respuesta positiva en  la 
prueba  diagnóstica.  Por  ello  se  puede  emplear  la  prueba  de  la  IDTB  comparada  o  de 
comparación  (RD  2611/1996,  anexo  1, modificado  por  el  RD  1047/2003).  En  ella  se  inyecta 
simultáneamente en dos localizaciones separadas la PPD bovina y otra PPD preparada a partir de 
ciertas  cepas  de Mycobacterium  avium,  como  la  D4ER  o  la  cepa  10  (Semret et al.,  2006a) 
(tuberculina aviar). Posteriormente se miden y comparan  las respuestas  inflamatorias a ambas 
tuberculinas;  aquellos  animales  que  no  estuvieran  infectados  por  M.  bovis  pero  estuvieran 
respondiendo a  la PPD bovina deberían mostrar una respuesta  igual o mayor a  la PPD aviar,  lo 
que permite clasificarlos como negativos (Paterson et al., 1958). Esta prueba diagnóstica es por 
lo  tanto más  específica,  y  su  uso  está  indicado  en  aquellas  áreas  en  las  que  hay  una  baja 
prevalencia  de  tuberculosis  bovina  y  se  espera  un  elevado  índice  de  animales  reactores  no 
infectado por M. bovis (reactores aviares o inespecíficos). En España su uso está contemplado en 
rebaños oficialmente indemnes pertenecientes a CCAA de prevalencia de rebaño inferior al 1% o 
a  ciertas  unidades  veterinarias  con  prevalencias  inferiores  al  1%  situadas  en  CCAA  con 
prevalencias superiores.  
  Otra alternativa diagnóstica es el test de detección de  Interferón‐gamma (IFN‐γ). Dicho 
test mide  la  producción  de  IFN‐γ  producida  por  los  linfocitos  estimulados  con  PPD  bovina  in 
vitro,  comparándola normalmente  con  la producción al  realizar  la estimulación  con PPD aviar 
(Wood et al., 1990; Rothel et al., 1990; Wood et al., 1991; Rothel et al., 1992). Esta prueba ha 
demostrado una gran sensibilidad y es capaz de detectar animales  infectados en fases  iniciales 
de la enfermedad (Gormley et al., 2006), pero tiene una menor especificidad (Lauzi et al., 2000; 
Vordermeier et al., 2001). En la actualidad en la legislación europea y nacional se contempla el 
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empleo de este  test como prueba diagnóstica complementaria en paralelo con  la  IDTB para  la 
detección  del  máximo  número  de  animales  infectados  [Directiva  Europea  64/432/EEC, 
modificada por EC 1226/2002 del 8 de Julio 2002, (Anon., 2002)].  
  En  la actual situación, con bajas prevalencias de enfermedad y por tanto próximos a  la 
fase  de  erradicación,  pero  sin  haber  llegado  todavía  a  ella,  es  fundamental  potenciar  la 
sensibilidad de las pruebas diagnósticas utilizadas en los planes de saneamiento, aun a riesgo de 
aumentar los falsos positivos (y por tanto disminuir la especificidad) en cierta medida. Dentro de 
los factores que pueden comprometer la sensibilidad de las pruebas cutáneas hay varias posibles 
causas (de la Rua‐Domenech et al., 2006):  
1. Elementos  relacionados  con  las  tuberculinas  empleadas:  que  no  tengan  la  potencia 
suficiente, o que no hayan sido conservadas adecuadamente.  
2. Factores  relacionados  con  la  realización  de  la  técnica  diagnóstica:  inyectar  la  cantidad 
correcta de PPD en el lugar apropiado, realizar la lectura de la prueba en el plazo de tiempo 
indicado, posibles fraudes intencionados… (Monaghan et al., 1994). 
3. Factores  relacionados  con el propio estado  inmune del animal analizado:  se han descrito 
como causas de falsas respuestas negativas en animales infectados la desensibilización a la 
tuberculina  (por  haber  repetido  un  test  demasiado  pronto)  (Monaghan et al.,  1994; 
Doherty et al.,  1995b;  Thom et al.,  2006),  periodos  pre‐alérgicos  (el  animal  ha  sido 
infectado muy  recientemente y no ha  instaurado aún una  respuesta  inmune detectable), 
anérgicos (por infección generalizada el sistema inmune no es capaz de responder a nuevos 
estímulos) (Pollock y Neill, 2002) o post‐parto (por  la  inmunodepresión producida) (Kehrli, 
Jr. et al.,  1989),  administración  de  productos  inmunosupresores  (i.e.  corticoesteroides) 
(Doherty et al., 1995a) o vacunas (frente a Map) (Ewer et al., 2006) y sensibilizaciones con 
micobacterias ambientales  (fundamentalmente M. avium)  (Amadori et al., 2002; Hope et 
al., 2005). 
  Mientras que, mediante controles exhaustivos y buenas prácticas de manejo, se puede 
evitar o minimizar el impacto de los dos primeros casos, las variaciones en la respuesta inmune 
del  animal  analizado  son un  factor de  variabilidad diagnóstica  con el que  se debe  contar. De 
todas las posibles causas de falsos negativos enumeradas, el posible efecto de la sensibilización 
con micobacterias no tuberculosas merece una especial atención: en varias regiones de Europa 
donde  la  tuberculosis aún no ha  sido erradicada  (Reino Unido,  Irlanda, área mediterránea)  la 
paratuberculosis  está  extendida  en  el  ganado  vacuno,  aunque  no  hay  datos  precisos  de 
prevalencia. En un estudio experimental, Amadori y colaboradores demostraron que animales 
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con  reacciones  positivas  a  la  tuberculina  aviar  infectados  experimentalmente  con  M.  bovis 
podían  dar  falsas  respuestas  negativas  a  la  IDTB  comparada  y  al  test  de  detección  de  IFN‐γ 
(Amadori et al., 2002). Del mismo modo, Hope y colaboradores realizaron un estudio similar en 
animales  infectados  experimentalmente  con  M.  avium  y M.  bovis,  encontrando  los mismos 
resultados  (Hope et al., 2005). Por desgracia en ambos casos el pequeño número de animales 
investigados (seis en el primer estudio y 20 en el segundo), el empleo de una bacteria ambiental 
como M. avium (que generalmente solo produce  infecciones transitorias en el ganado vacuno) 
(Weiss et al.,  2002)  y  el  hecho  de  tratarse  de  infecciones  experimentales  hace  arriesgado  el 
trasladar  estos  resultados  a  lo  que  puede  darse  en  situaciones  de  campo,  con  animales 
expuestos de forma natural a M. bovis y Map.  
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5. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL COMPLEJO avium 
La diferenciación y caracterización de los aislados de micobacterias fue hecha durante un 
primer  periodo  (desde  los  inicios  de  la microbiología  hasta  finales  de  la  década  de  los  80) 
mediante técnicas fenotípicas. Estas herramientas, aunque útiles para diferenciar la mayoría de 
las  especies,  son  en  general  lentas  y,  a  veces,  poco  reproducibles,  y muchas  veces  no  son 
eficaces para  caracterizar  con precisión un brote.  En  algunos  casos,  además,  aislados de una 
misma especie pueden presentar una elevada variabilidad  fenotípica  (Koivula et al., 2004),  lo 
que dificulta la interpretación de los resultados. 
Sin embargo, a partir de  la década de  los 90, gracias a  los avances en el campo de  la 
biología molecular, empezaron a aplicarse técnicas de identificación y tipificación basadas en el 
estudio del ADN de  las bacterias. Muchas de  las conclusiones obtenidas mediante  técnicas de 
caracterización  fenotípica  se  vieron  confirmadas  por  los  estudios  genotípicos  realizados  a 
continuación, pero gracias al mayor poder de definición de este nuevo enfoque  se  separaron 
algunas especies y se definieron otras nuevas (Tortoli, 2003). Las técnicas que pueden aplicarse 
son  variadas,  y  van  desde  la  detección  de  mutaciones  puntuales  (Single  nucleotide 
polymorphism,  SNP)  hasta  la  identificación  de  grandes  polimorfismos  (Large  sequence 
polymorphisms, LSP). En la actualidad, y gracias a la aplicación de técnicas genéticas, el número 
de especies de micobacterias sigue aumentando cada año, y sobrepasa ya  las 120 especies (31 
de  ellas  descritas  entre  el  2003  y  el  2006)  (Tortoli,  2006).  Paralelamente,  y  en  lo  que  hace 
referencia  al  complejo  avium,  se  ha  profundizado  enormemente  en  el  conocimiento  de  su 
diversidad genética, de su posible filogenia y se han definido nuevas especies (Mijs et al., 2002; 
Tortoli et al.,  2004; Murcia et al.,  2006).  A  continuación  se  describen  las  principales  dianas 
utilizadas en el estudio del género Mycobacterium y, por extensión, de MAC. 
5.1. Secuenciación del gen ARNr 16S 
Este  gen  codifica  el  ARNr  16S,  y  tiene  una  longitud  de  aproximadamente  1500 
nucleótidos.  Es  una  diana muy  utilizada  para  estudios  taxonómicos,  ya  que  es  un  gen muy 
conservado  en  el  que  se  localizan  regiones  comunes  a  todos  los  seres  vivos  y  otras  con  una 
mayor concentración de SNPs entre especies  (Rogall et al., 1990; Tortoli, 2003). Estas últimas, 
llamadas  “hipervariables”,  permiten  la  diferenciación  de  la  mayoría  de  especies  de 
micobacterias, aunque con algunas excepciones  (por ejemplo,  todas  las especies del complejo 
M.  tuberculosis  presentan  la misma  secuencia  de  ARNr  16S).  El  estudio  de  diferencias  en  la 
estructura secundaria del gen resulta además de gran utilidad para el análisis filogenético (Stahl 
y  Urbance,  1990).  Por  lo  tanto,  conociendo  la  secuencia  de  este  gen  pueden  diseñarse 
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oligonucleótidos  complementarios  a  zonas  del  gen  conservadas  en  todo  el  género 
Mycobacterium que amplifiquen un fragmento específico del género (Boddinghaus et al., 1990). 
El  mayor  inconveniente  que  ofrece  este  método  de  identificación  es  que  la  fiabilidad  del 
resultado depende enteramente de la calidad de las bases de datos disponibles para comparar la 
secuencia de la cepa problema con otras secuencias publicadas (Turenne et al., 2001; Harmsen 
et al.,  2003).  En  la  actualidad  se  pueden  consultar  las  bases  de  datos  de RIDOM  (Ribosomal 
Differentiation of Medical Microorganisms, http://www.ridom.de) y del Genbank, producida por 
el  NCBI  (National  Center  for  Biotechnology  Information, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucleotide). Otro  inconveniente de  la  técnica es 
la existencia de aislados con dos copias diferentes de este gen (Ninet et al., 1996; Reischl et al., 
1998),  si  bien  esto  es  poco  frecuente  en micobacterias  de  crecimiento  lento,  o  de  especies 
distintas  que  presentan  una  secuencia  idéntica  (como  M.  kansasii  y  M.  gastri  o  las 
pertenecientes al complejo M.  tuberculosis)  (Rogall et al., 1990). Así,  la secuenciación del gen 
ARNr 16S tiene una gran aplicación a la hora de identificar y relacionar géneros o especies bien 
definidas,  pero  su  aplicación  en  el  estudio  de  especies  de  reciente  aparición  puede  ser más 
limitada (Fox et al., 1992).  
Mediante  la  secuenciación  de  este  gen  podemos  diferenciar  las  dos  especies 
tradicionales de MAC, M. avium y M.  intracellulare, y  las dos especies de reciente descripción, 
M.  chimaera  (con un  solo  SNP de diferencia  con M.  intracellulare)  (Tortoli et al., 2004)  y M. 
colombiense  (con mayor similitud con M. avium)  (Murcia et al., 2006). Sin embargo,  todas  las 
subespecies  de  M.  avium  presentan  una  secuencia  idéntica  del  gen  ARNr  16S,  por  lo  que 
resultan indistinguibles (Harmsen et al., 2003).  
El  gen  ARNr  16S  es  la  diana  de  algunos  sistemas  comerciales  de  diagnóstico; 
concretamente, el Accuprobe test (GenProbe, Inc. San Diego, CA, EEUU) fue uno de los primeros 
en desarrollarse;  las primeras  sondas diseñadas estaban marcadas  con  radioisótopos de  iodo, 
con los consiguientes inconvenientes de trabajar con material radiactivo (Drake et al., 1987); por 
ello  se desarrollaron después  sondas marcadas químicamente, más prácticas y  fáciles de usar 
(Goto et al., 1991; Lebrun et al., 1992), capaces de distinguir entre los aislados más frecuentes y 
relevantes en muestras humanas (complejo M. tuberculosis, MAC, M. kansasii y M. gordonae). 
Dentro de MAC,  también se han comercializado sistemas que distinguen entre M. avium y M. 
intracellulare.  Sin  embargo  estas  sondas  pueden  dar  resultados  discordantes  de  difícil 
interpretación, y aislados no pertenecientes a MAC pueden dar reacciones cruzadas (Soini et al., 
1996; Devallois et al., 1997b). 
Introducción 
61 
5.2. Secuenciación de la región ITS (Internal Transcribed Spacer) 
Los genes que codifican el ARNr (16S, 23S y 5S) están separados por regiones de ADN no 
codificantes. El fragmento que separa  los genes 16S y 23S es considerado una buen diana para 
estudios taxonómicos, ya que está flanqueado por regiones muy conservadas (lo que facilita el 
diseño de oligonucleótidos universales) y resulta más variable que el gen ARNr 16S, por  lo que 
tiene  mayor  poder  discriminatorio  (Frothingham  y  Wilson,  1993;  Roth et al.,  1998). 
Precisamente por su variabilidad no resulta fiable para el estudio filogenético de especies que no 
hubieran sido descritas previamente, pero es útil para la caracterización de cepas dentro de cada 
especie, y ha sido empleado para caracterizar cepas virulentas de MAC  (De Smet et al., 1995). 
También  se  ha  desarrollado  un  kit  comercial  de  identificación  molecular  basado  en  esta 
secuencia, el Inno‐LiPA (Innogenetics, Gante, Bélgica), capaz de diferenciar entre varias especies 
de micobacterias,  entre  ellas M.  avium  y M.  intracellulare  (Miller et al.,  2000;  Suffys et al., 
2001).  
En lo referente a MAC la secuenciación del ITS permite la diferenciación de 7 secuencias 
distintas o “sequevares” dentro de M. avium (llamados Mav‐A a Mav‐H), 4 “sequevares” de M. 
intracellulare (Min‐A a Min‐D) y más de 30 “sequevares” pertenecientes a especies encuadradas 
en MAC  pero  distintas  de  las  dos  anteriores,  denominados MAC‐A  a MAC‐X;  la  especie M. 
chimaera presenta el sequevar MAC‐A, y M. colombiense el MAC‐X (De Smet et al., 1995; Mijs et 
al.,  2002;  Tortoli et al.,  2004; Murcia et al.,  2006;  Turenne et al.,  2007).  Por  desgracia  este 
método no puede aplicarse para identificar la subespecie a la que pertenece un aislado, ya que 
M. avium subsp. avium, M. avium subsp. silvaticum y Map presentan el mismo sequevar, Mav‐A 
(Turenne et al., 2006). 
5.3. Secuenciación del gen hsp65 
El gen que codifica la proteína resistente al calor de 65 kDaltons (65‐kDa heat shock protein 
gene), de 1626 nucleótidos, ha sido empleado para la identificación de micobacterias desde hace 
más de 15 años. En 1993 Telenti y colaboradores describieron una técnica de PCR y restricción 
enzimática  (PCR‐ Restriction Enzyme Análisis, REA) a partir de  los primeros 441 nucleótidos del 
gen,  llamados  por  ello  “fragmento  de  Telenti”.  Este  fragmento  se  amplificaba  y  se  sometía 
después  a  una  digestión  enzimática mediante  las  enzimas  de  restricción  BstEII  y  HaeIII.  Los 
patrones de digestión resultantes sirvieron para diferenciar un gran número de aislados hasta el 
nivel de especie/subespecie (Telenti et al., 1993b).  
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Esta técnica es barata, sencilla y rápida, por lo que ha sido utilizada para la identificación 
de aislados de micobacterias de crecimiento  rápido y  lento,  incluyendo a veces otras enzimas 
para incrementar el poder de discriminación (Steingrube et al., 1995; Devallois et al., 1997a). Sin 
embargo  este método  también  presenta  ciertos  inconvenientes:  los  patrones  de  bandas  de 
algunas especies son iguales o casi iguales, y el pequeño tamaño de algunas bandas resultantes, 
situadas  en  el  límite  de  lo  visible  en  geles  de  agarosa,  hacen  que  la  interpretación  de  los 
resultados resulte a veces difícil de estandarizar para estudios interlaboratoriales (Ringuet et al., 
1999).  
Una alternativa a  la digestión enzimática es  la secuenciación del  fragmento de Telenti, 
opción que se ha empleado en los últimos años (Swanson et al., 1997; Ringuet et al., 1999; Kim 
et al., 2005) gracias a la creciente disponibilidad de secuenciadores en centros de investigación. 
La  secuenciación proporciona una  información más  fiable, aunque  resulta más cara. Al aplicar 
esta técnica a 56 aislados de MAC, Swanson y colaboradores (Swanson et al., 1997) describieron 
un  total  de  11  alelos  (hsp65.1  a  hsp65.7,  hsp65.9  y  hsp65.11  a  hsp65.13)  que  permitían 
diferenciar las especies M. avium y M. intracellulare, encontrando un mayor grado de diversidad 
en la última (solo los alelos hsp65.1 y hsp65.2 pertenecieron a aislados de M. avium).  
Con el fin de incrementar el poder discriminatorio de la secuenciación de este gen en M. 
avium, y teniendo en cuenta que el extremo 5’ (al que pertenece el fragmento de Telenti) es el 
más conservado del gen, Turenne y colaboradores secuenciaron el extremo 3’ de un panel de 73 
cepas pertenecientes a MAC  (Turenne et al., 2006). En  total encontraron 14 sequevares, 9 en 
cepas  de M.  avium,  4  en M.  intracellulare  y  1  en M.  chimaera  (relacionados  con  los  alelos 
descritos  en  el  fragmento  de  Telenti  en  la  Figura  4).  Aunque  el  número  de  aislados  de  M. 
intracellulare incluido en el estudio fue menor que el de M. avium, el estudio demostró la menor 
variabilidad de esta parte del gen respecto a las primeras 441 pares de bases en M. intracellulare 
(en contraposición a  lo que sucede en M. avium, donde  la variabilidad es mayor en el extremo 
3’). Todos los aislados de M. avium subsp. avium tuvieron un sequevar (o “código”) 4, las cepas 
de M. avium subsp. paratuberculosis el 5 (tipo II) o el 6 (tipo I), y el resto (1‐3 y 7‐9) aparecieron 
en aislados de M. avium subsp. hominissuis, la especie con una mayor heterogeneidad.  
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Figura 4. Análisis filogenético de los sequevares descritos en el fragmento de Telenti del gen 
hsp65 y relación con los sequevares descritos en su extremo 3’ (Turenne et al., 2006). 
5.4. Otros genes utilizados en estudios de identificación molecular: SodA, dnaJ, gyrB, secA, 
recA, 32K‐Da y rpoB 
A  lo  largo de  la última década  se han  realizado estudios de  identificación de especies 
pertenecientes  al  género Mycobacterium mediante  el  estudio de otros  genes  “domésticos” o 
estructurales (housekeeping). Entre ellos podemos destacar los siguientes: 
• Gen de la proteína de 32‐kDa: ésta es una proteína de secreción detectada en varias cepas de 
distintas especies de micobacterias (De Bruyn J. et al., 1989), cuya secuencia codificante fue 
determinada en 1989 (Borremans et al., 1989). La presencia de esta secuencia en el género 
Mycobacterium fue posteriormente demostrada en 143 aislados de 28 especies, así como su 
ausencia en otras bacterias (Soini et al., 1992). En sucesivos estudios en cepas pertenecientes 
a  MAC  se  comprobó  que  las  cepas  de  M.  avium,  M.  intracellulare  y  MAIX  contenían 
secuencias  diferentes,  pudiendo  por  tanto  utilizarse  este  gen  para  la  identificación  de 
aislados con fines diagnósticos (Soini et al., 1994; Soini et al., 1996). 
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• Gen dnaJ: este gen codifica una proteína de estrés, y está muy conservado en  los distintos 
géneros bacterianos,  incluyendo  las micobacterias. Takewaki y  colaboradores diseñaron un 
sistema  de  oligonucleótidos  capaces  de  amplificar  un  fragmento  específico  del  género 
Mycobacterium, y  fragmentos específicos de  las especies más  relevantes en Salud Pública: 
complejo M. tuberculosis, M. avium, M.  intracellulare y M. kansasii  (Takewaki et al., 1993). 
Un estudio más detallado de  la variabilidad de este gen en aislados pertenecientes a MAC 
reveló  que  había  un  8%  de  diversidad  genética  entre  todas  las  cepas  estudiadas, 
concentrándose  el  mayor  grado  de  variabilidad  en  los  aislados  de  M.  intracellulare,  en 
coincidencia con los resultados al analizar otros fragmentos de ADN (Morita et al., 2004). 
• Gen gyrB:  este  gen  codifica  la  subunidad B de  la enzima ADN‐girasa,  está  implicado  en  la 
resistencia a antibióticos, y ha sido utilizado con éxito para estudiar la diversidad genética en 
otros generos bacterianos, ya que tiene una tasa de sustitución de bases considerablemente 
mayor que la del gen ARNr 16S (Yamamoto y Harayama, 1996). Su secuencia fue determinada 
en especies de micobacterias de crecimiento lento, incluyendo M. avium y M. intracellulare, y 
el  grado  de  similitud  interespecífica  fue  obtenido  y  comparado  con  el  resultante  de  la 
comparación de las secuencias de la región ITS; en general se obtuvo una mayor divergencia 
genética en  la  secuencia de gyrB,  también en el  caso de  las  cepas de MAC  incluidas en el 
estudio (Kasai et al., 2000). 
Posteriores  estudios  realizados  en  cepas  de Map  pertenecientes  a  los  tipos  I,  II  y  III  han 
revelado que  las  secuencias de gyrB  (y de gyrA) contenían SNPs capaces de diferenciar  los 
tres tipos sin tener que recurrir a métodos más complejos como el PFGE o el RFLP (Marsh y 
Whittington, 2007; Castellanos et al., 2007). 
• Gen recA: este gen está presente en todas las bacterias y cumple una función fundamental en 
la recombinación y reparación del ADN (Miller y Kokjohn, 1990). Al secuenciar este gen en 2 
cepas por especie de un total de 30 especies de micobacterias, Blackwood y colaboradores 
encontraron  una menor  homogeneidad  que  en  el  gen  del ARNr  16S  (75.7‐96.2%  frente  a 
94.3‐100%),  demostrando  por  tanto  su  posible  aplicación  en  estudios  taxonómicos  de 
micobacterias (Blackwood et al., 2000). De las especies incluidas en MAC, M. avium presentó 
una  variabilidad  intraespecífica  de  0.7%  (M.  intracellulare  no  tuvo  variabilidad 
intraespecífica); la similitud entre estas dos especies a nivel de este gen fue del 95.9%. 
• Gen  rpoB:  este  gen,  implicado  en  el  desarrollo  de  resistencia  a  rifampicina,  codifica  la 
subunidad  β  de  la  ARN‐polimerasa,  por  lo  que  de  su  secuenciación  puede  inferirse 
información taxonómica y terapeútica (Telenti et al., 1993a). Su secuenciación en un estudio 
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con varias cepas pertenecientes a 10 especies de micobacterias (Gingeras et al., 1998) y en 
otro  con  44  cepas  de  referencia  y  104  aislados  clínicos  (Kim et al.,  1999)  revelaron  la 
existencia  de  varios  alelos  en  M.  avium  y  M.  intracellulare.  La  divergencia  genética 
interespecífica entre ambas especies fue además considerable (7.6%), apareciendo en ramas 
distintas del árbol filogenético trazado con la secuencia de este gen (Kim et al., 1999).  
• Gen secA1: este gen codifica una proteína implicada en la secreción extracelular de proteínas, 
y su secuencia fue analizada en 47 cepas de referencia y en 50 aislados clínicos para valorar 
su  aplicación  en  la  identificación  bacteriana  de  micobacterias  (Zelazny et al.,  2005):  la 
divergencia interespecífica entre las dos especies tradicionales de MAC fue de 95.1% con esta 
técnica, siendo la similitud intraespecífica de 98.4‐99.1% para M. avium y de 99.4‐100% para 
M. intracellulare. 
• Gen  SodA:  la  proteína  superoxidodismutasa  (SOD)  codificada  por  este  gen  es  una  enzima 
antioxidante de gran importancia. La secuencia de este gen en especies de micobacterias fue 
utilizada por primera vez en 1994 para el diseño de oligonucleótidos específicos de género y 
de  especie  (Zolg  y Philippi‐Schulz, 1994).  La homología  entre M.  avium  y M.  intracellulare 
descrita  en  este  estudio  fue  del  93.4%,  siendo  la  más  alta  de  entre  todas  las  especies 
incluidas.  En  1995  Bull  y  colaboradores  realizaron  un  estudio  de  la  variabilidad  de  esta 
secuencia en 104 aislados, incluyendo un número mayor de cultivos de MAC (62) (Bull et al., 
1995): encontraron un mayor nivel de variabilidad intraespecífica, describiendo 5 sequevares 
diferentes en aislados de M. avium y otros tantos en M. intracellulare.  
Si  bien  los  trabajos  descritos  anteriormente  pueden  ser  de  gran  utilidad  a  la  hora  de 
identificar  aislados  de  micobacterias  no  tuberculosas,  su  aplicación  a  la  identificación  y 
caracterización de cepas de MAC es mucho más  limitada; esto es así porque en  la mayoría de 
ellos  solo  se  incluyó  un  número  reducido  de  aislados  pertenecientes  al  complejo M.  avium, 
siendo además estos frecuentemente cepas de referencia de M. avium y M. intracellulare, lo que 
hace  difícil  predecir  su  utilidad  a  la  hora  de  identificar  aislados  clínicos.  Por  otra  parte  en 
demasiados  casos  los  fragmentos  de  ADN  de  cada  gen  secuenciados  pueden  ser  demasiado 
pequeños para detectar una variabilidad  suficiente en aislados pertenecientes a especies muy 
relacionadas, como pueden ser  las subespecies de M. avium; por último, haría falta  incluir una 
proporción adecuada de aislados de cada unos de los grupos incluidos en MAC, incluyendo más 
cepas de Map y del cluster X, así como de las especies recientemente definidas M. chimaera y M. 
columbiense. Por  todo ello  la eficacia  real del estudio de estos genes en aislados de MAC aún 
está por determinar (Turenne et al., 2007). 
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5.5. Técnicas basadas en la detección de secuencias de inserción 
Las  secuencias  de  inserción  (Insertion  sequence,  IS)  son  transposones,  fragmentos  de 
ADN que codifican funciones que  les permiten moverse de un sitio de una molécula de ADN a 
otro. Su longitud puede oscilar entre 780 nucleótidos y 2,5 kbases. En la actualidad en el género 
Mycobacterium  se  han  descrito  más  de  46  posibles  IS,  aisladas  de  10  especies  bacterianas 
(McAdam et al., 2000), número que  sigue  incrementándose gracias a  la  información obtenida 
por  los proyectos de secuenciación de genomas de micobacterias que se van completando. En 
MAC  se  ha  descrito  la  presencia  de  4  secuencias  de  inserción  que  han  sido  utilizadas  para 
estudios de caracterización molecular. El empleo de estos elementos ha sido de gran utilidad, ya 
que dependiendo de su número de copias en un genoma y de su movilidad pueden usarse para 
determinar  el  grado  de  relación  entre  aislados  y,  por  tanto,  el  vínculo  epidemiológico.  Sin 
embargo, en ocasiones pueden conducir a errores, pues algunos han sido tenidos por específicos 
de especie cuando no  lo eran, pudiendo dar  lugar por  tanto a  fallos diagnósticos. Asimismo y, 
teniendo en cuenta que son elementos móviles por naturaleza, la fiabilidad de los datos que se 
puedan  extraer  de  su  presencia/ausencia  y  número  en  una  bacteria  debe  ser  analizada 
cuidadosamente (Behr y Mostowy, 2007).  
Las técnicas basadas en la detección de IS son básicamente dos: la determinación directa 
de  la  presencia/ausencia  de  las  mismas  mediante  PCRs  dirigidas  a  fragmentos  específicos 
contenidos en la propia IS (en ocasiones para someterlas a posteriores digestiones enzimáticas) 
y  el  empleo  de  técnicas  de  análisis  de  polimorfismos  genéticos  mediante  restricciones 
enzimáticas  (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP). Esta  técnica está basada en  la 
digestión  de  todo  el ADN  bacteriano  seguido  de  la  separación  de  los  fragmentos  resultantes 
mediante  electroforesis.  Debido  al  gran  número  de  bandas  que  se  pueden  producir,  la 
interpretación  de  los  resultados  es  con  frecuencia  muy  difícil.  Por  ello  se  puede  realizar 
empleando sondas dirigidas a secuencias repetidas en el ADN de la bacteria a analizar, de forma 
que  las  bandas  que  se  detecten  posteriormente  sean  solo  las  que  contengan  esa  secuencia 
diana.  Así,  tras  la  electroforesis  los  fragmentos  de  ADN  ya  separados  se  transfieren  a  una 
membrana de nylon o nitrocelulosa mediante un Southern blotting y se unen a esa membrana 
mediante una exposición a rayos ultravioleta. Por último, esos fragmentos son hibridados con la 
sonda  elegida,  que  ha  sido  marcada,  de  forma  que  se  obtiene  un  patrón  de  bandas  que 
corresponde  con  las  copias que existen de  la  secuencia  con  la que hibrida dicha  sonda  en el 
genoma bacteriano. 
El  empleo  de  las  secuencias  de  inserción  ha  demostrado  una  gran  utilidad  en  este 
sentido, simplificando  la  interpretación de  los  resultados pero conservando un buen poder de 
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discriminación. En los últimos 20 años han sido descritas numerosas secuencias de inserción en 
cepas pertenecientes a MAC, aunque el espectro de distribución de muchas de ellas sigue siendo 
una  incógnita, pues no  se han encontrado más que en ocasiones aisladas y de un porcentaje 
pequeño de cepas, y por tanto su aplicación en  la caracterización del complejo avium está por 
determinar (Turenne et al., 2007). Por  lo tanto a continuación se detallarán solo las secuencias 
de inserción que han demostrado su utilidad en estudios de tipificación molecular de MAC.  
5.5.1. IS1245 
Esta  secuencia de  inserción, perteneciente a  la  familia  IS256,  fue descrita por primera 
vez en 1995 por Guerrero y colaboradores (Guerrero et al., 1995). Es un elemento de 1414 pares 
de bases que está flanqueado por dos secuencias invertidas repetidas (Código Genbank L33879). 
En este  trabajo  se  la describió  como una  secuencia de  inserción específica de MAC, pues  fue 
encontrada en todos  los aislados de MAC estudiados (de 1 a 27 repeticiones) (M. avium subsp. 
avium – que entonces comprendía esta especie y M. avium subsp. hominissuis – M. avium subsp. 
silvaticum y Map) y en ninguna de las otras 18 especies de micobacterias que fueron analizadas. 
Los  aislados  procedentes  de muestras  humanas  y  porcinas  (que  presumiblemente  serían M. 
avium  subsp. hominissuis) presentaron un elevado número de  repeticiones de esta  secuencia, 
mientras que los aislados de aves tenían solo tres copias. La diferente distribución de IS1245 en 
aislados  de  M.  avium  subsp.  hominissuis,  normalmente  cultivados  de  muestras  humanas, 
porcinas y ambientales, y M. avium subsp. avium (aislados a partir de muestras de aves) ha sido 
confirmada  después mediante  RFLP  [normalmente  siguiendo  el  protocolo  propuesto  por Van 
Soolingen y colaboradores (van Soolingen et al., 1998)] en numerosos trabajos (Roiz et al., 1995; 
Bono et al.,  1995;  Picardeau et al.,  1997b; Ritacco et al.,  1998;  Pestel‐Caron  y Arbeit, 1998; 
Bauer et al., 1999; Komijn et al., 1999; Hazra et al., 2000; Novi et al., 2000; Dvorska et al., 2002; 
Oliveira et al., 2003; Thegerstrom et al., 2005; Kumar et al., 2006; Mobius et al., 2006; Johansen 
et al., 2007; Tirkkonen et al., 2007). 
Posteriores estudios han demostrado, no obstante, que la distribución de este elemento 
propuesta por Guerrero y colaboradores era  incorrecta: por una parte, Map no  tiene ninguna 
copia de este elemento;  y Mycobacterium avium  subsp. avium  solo posee una  repetición del 
mismo, no las tres que normalmente daban lugar al “perfil aviar” (bird pattern) (Johansen et al., 
2005). La explicación del error originario está en que la sonda utilizada para detectar el IS1245, 
de 427 pares de bases, contenía una secuencia con una identidad del 82% con otra secuencia de 
inserción  presente  en MAC,  IS1311  (ver más  adelante);  por  ello  en  ocasiones  se  producían 
hibridaciones cruzadas con este elemento, de distribución distinta: de esta forma, el perfil aviar 
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consistía en realidad en dos repeticiones de IS1311 y una de IS1245. Johansen y colaboradores 
resolvieron  este  problema  diseñando  una  nueva  sonda más  corta  situada  en  una  región  de 
menor homología con IS1311, que es específica de IS1245 y no da lugar a hibridaciones cruzadas 
(Johansen et al., 2005).  
Por  otra  parte,  a  lo  largo  de  los  años  ha  habido  varios  estudios  que  han  descrito  la 
aparición  de  aislados  de  M.  avium  subsp.  hominissuis  procedentes  de  muestras  humanas, 
animales o ambientales que no contenían ninguna copia de  IS1245 (Ritacco et al., 1998; Bauer 
et al., 1999; Komijn et al., 1999; Beggs et al., 2000; Legrand et al., 2000b) aunque en algunos de 
ellos  la  identidad  de  las  cepas  de  M.  avium  no  fue  confirmada  mediante  técnicas  de 
secuenciación complementarias, y por  tanto puede que no  fueran  realmente M. avium subsp. 
hominissuis.  
Por último, mediante PCRs  se ha demostrado  la presencia de  IS1245  (o de elementos 
homólogos)  en  un  espectro mayor  de  bacterias  que  el  inicialmente  planteado:  así,  Beggs  y 
colaboradores encontraron este elemento en un 7% de aislados de M. intracellulare estudiados 
(Beggs et al.,  2000),  y  Keller  y  colaboradores  lo  detectaron  también  en  cepas  de  M. 
intracellulare, M. malmoense, M. scrofulaceum y M. nonchromogenicum (Keller et al., 2002). Sin 
embargo en dichos estudios no se secuenció por completo  la secuencia de  IS1245, por  lo que 
puede que  se estuvieran produciendo  reacciones  cruzadas  con  IS1311 o  con otras  secuencias 
homólogas.  
La estabilidad de  IS1245  in‐vivo en una cepa parece, no obstante, bastante elevada, ya 
que  en  estudios  realizados  con  aislados  secuenciales  de  M.  avium  subsp.  hominissuis 
procedentes  de muestras  humanas  tomadas  en  periodos  de  hasta  5  años  no  se  observaron 
cambios en  los perfiles de RFLP (o cambios en solo una‐dos bandas) en  la mayoría de  los casos 
(Ritacco et al., 1998; Pestel‐Caron y Arbeit, 1998). En 2002 Dvorska y colaboradores encontraron 
22 perfiles distintos de RFLP‐IS1245 a partir de aislados de un mismo paciente; sin embargo en 
este  caso  la  explicación más  probable  fue  una  infección  policlonal,  no  una  evolución  de  una 
misma cepa (Dvorska et al., 2002). La estabilidad del elemento  in‐vitro, medida caracterizando 
subcultivos distintos de M. avium subsp. hominissuis procedentes de un mismo clon también fue 
considerable, pues no se observaron más que pequeñas diferencias de no más de dos bandas en 
los perfiles de RFLP de colonias obtenidas a partir de un mismo aislado a corto plazo  (Pestel‐
Caron y Arbeit, 1998) o a lo largo de un periodo de un año (Bauer y Andersen, 1999).  
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5.5.2. IS1311 
Esta secuencia de  inserción es  la más ampliamente distribuida en MAC, ya que ha sido 
detectada en todas las subespecies de M. avium (Collins et al., 1997); no parece estar presente 
en M. intracellulare (Devallois y Rastogi, 1997; Whittington et al., 1998), aunque se ha descrito 
algún  resultado positivo aislado en esta especie y en otras micobacterias no pertenecientes a 
MAC (Keller et al., 2002), tal vez producto de hibridaciones cruzadas con elementos homólogos. 
Fue publicada en el Genbank en 1994 (Código Genbank U16276), pertenece a la familia IS256 y 
tiene 1317 pares de bases de longitud. Su amplia distribución en MAC hace que se especule con 
que su origen sea anterior a la división en subespecies de M. avium (Turenne et al., 2007).  
Este  elemento  ha  sido  utilizado  en  estudios  de  caracterización  molecular, 
fundamentalmente a través de dos técnicas: IS1311 ha sido empleado como sonda para realizar 
técnicas de RFLP, generalmente con un poder de discriminación similar o ligeramente inferior al 
obtenido al utilizar IS1245 como sonda (Collins et al., 1997; Devallois y Rastogi, 1997; Dvorska et 
al., 2002; Johansen et al., 2007), aunque su elevado nivel de homología con IS1245 hace que en 
ocasiones  los  resultados  sean difíciles de  interpretar debido  a  la  aparición de bandas débiles 
producto de hibridaciones cruzadas.  
La  segunda  técnica  de  tipificación  molecular  que  tiene  el  IS1311  como  diana  es  la 
restricción enzimática de producto de PCR (PCR‐REA), capaz de detectar SNPs puntuales propios 
de  subespecies  y  de  tipos  de micobacterias:  así, Whittington  y  colaboradores  describieron  5 
polimorfismos puntuales entre M. avium y Map; a su vez, dentro de los aislados de ésta última 
analizados, describieron otro SNP capaz de diferenciar  los aislados de  tipo ovino  (S o sheep, o 
Tipo  I)  de  los  bovinos  (C  o  cattle,  o  Tipo  II)  (Whittington et al.,  1998).  Basándose  en  esas 
mutaciones  Marsh  y  colaboradores  diseñaron  el  sistema  de  PCR‐REA  capaz  de  diferenciar, 
mediante una PCR dirigida a un fragmento de 608 pb y su subsiguiente digestión mediante  las 
enzimas de restricción HinfI y MseI, aislados de M. avium, de Map S (Tipo I) y de Map C (Tipo II) 
(Marsh et al.,  1999).  Esta  técnica  se  ha  aplicado  en  varios  estudios  epidemiológicos  de 
caracterización molecular de Map (Whittington et al., 2000b; Whittington et al., 2001b; Corn et 
al., 2005; Sevilla et al., 2005), lo que ha llevado al descubrimiento de nuevos perfiles de IS1311‐
REA: en 2001 Whittington describió un tercer perfil intermedio entre el S y el C, y que podía ser 
diferenciado mediante  la  PCR‐REA, denominado B  (o bison)  al  analizar mediante  esta  técnica 
cepas de Map aisladas de bisontes en Montana (EEUU), (Whittington et al., 2001a). Un estudio 
posterior realizado en fauna salvaje describió  la existencia de otro nuevo perfil de  IS1311‐REA, 
presente en tres cepas de Map aisladas a partir de muestras de armadillos (Corn et al., 2005).  
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5.5.3. IS900 
Fue  la primera  secuencia de  inserción descrita en aislados pertenecientes al  complejo 
avium (Green et al., 1989; Collins et al., 1989), y pertenece a la familia IS110, que se caracteriza 
por no tener repeticiones inversas y no generar repeticiones directas (McAdam et al., 2000). Su 
longitud es de 1453 pb (Código Genbank AF416985), y en su secuencia codifica dos proteínas: la 
transposasa p43, de 399 aminoácidos, en una hebra de ADN (Tizard et al., 1992), y  la proteína 
Hed, de función aún desconocida, en la cadena complementaria (Doran et al., 1994; Bull et al., 
2000a). Ha sido sin duda  la diana más utilizada en  las técnicas de biología molecular aplicadas 
con el fin de detectar y caracterizar aislados de Map: desde su descripción se  la consideró una 
secuencia de  inserción específica de esta especie, ya que está presente en un número total de 
15‐20  copias en  todos  los  aislados de Map pero no  fue detectada en otras especies de MAC 
(Collins et al., 1989) ni en otras bacterias (Moss et al., 1991); por ello rápidamente se diseñaron 
técnicas  de  PCR  directa  para  su  detección  en  muestras  clínicas  (Vary et al.,  1990),  y 
posteriormente PCR anidada (nested PCR) (Collins et al., 1993), PCR in situ (Sanna et al., 2000) y 
PCR a tiempo real (Fang et al., 2002).  
La secuencia de  IS900 también ha sido empleada como sonda para realizar técnicas de 
RFLP  en  aislados  de Map  (Whipple et al.,  1990;  Collins et al.,  1990a;  de  Lisle et al.,  1992; 
Bauerfeind et al., 1996).  Estos  estudios proporcionaron una  gran  información  epidemiológica 
sobre Map, ya que dividieron los aislados analizados en dos grandes grupos, el bovino (o cattle, 
o  C)  y  el  ovino  (o  sheep  o  S)  (pág.  20).  Sin  embargo  la  comparación  interlaboratorial  de  los 
resultados fue a veces compleja debido a la falta de estandarización de la técnica y a la ausencia 
de  una  nomenclatura  compartida.  Por  ello  en  1999  Pavlik  y  colaboradores  describieron  un 
protocolo  para  estandarizar  esta  técnica  empleando  las  enzimas  de  resticción  PstI  y  BstEII, 
obteniendo 28 perfiles distintos (Pavlik et al., 1999). La enzima BstEII dividió  los aislados en 25 
perfiles agrupados en tres grupos, C (perfiles C1‐C20), S (S1‐S3) e I (I1‐I2), que coinciden con los 
tres grandes grupos obtenidos al realizar técnicas de campo pulsado (pág. 73). Posteriormente 
Cousins  y  colaboradores  realizaron  otro  estudio  de  RFLP‐IS900  empleando  más  enzimas  de 
restricción  para  incrementar  el  poder  de  discriminación  de  la  técnica  (Cousins et al.,  2000), 
aunque la mayoría de estudios siguen empleando PstI y BstEII preferentemente. 
Los problemas relacionados con el empleo de IS900 como diana de técnicas diagnósticas 
basadas en PCR radican en la aparición de fragmentos de ADN similares a esta secuencia (IS900‐
like) presentes en otras micobacterias distintas de Map: así, en aislados  identificados como M. 
scrofulaceum, M. spp (cepa 2333, relacionada con M. cooki), M. Marínum, M terrae, M. chelonae 
y M. xenopi se detectaron mediante técnicas de PCR dirigidas a  IS900 fragmentos  iguales a  los 
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esperados en cepas de Map (Cousins et al., 1999; Englund et al., 2002; Kim et al., 2002; Tasara 
et al., 2005). Falsos positivos debidos a secuencias IS900‐like han sido también descritas en otros 
miembros de MAC  (Naser et al., 1999b; Motiwala et al., 2003). Estos hallazgos  cuestionan  la 
fiabilidad  del  uso  de  técnicas  diagnósticas  basadas  exclusivamente  en  la  detección  de  este 
elemento móvil. Para evitar estos problemas se han diseñado oligonucleótidos dirigidos a zonas 
más  específicas  de  la  secuencia  de  inserción  o  bien  sistemas  de  detección  basados  en  otras 
secuencias de ADN específicas de Map (Vansnick et al., 2004).  
Otra  solución  para  la  diferenciación  de  falsos  positivos  a  causa  de  la  existencia  de 
secuencias  IS900‐like es  la secuenciación de  las mismas. Sin embargo, debido a  la aparición de 
distintas  secuencias  de  IS900  en  aislados  de  Map  (Naser et al.,  2004;  Pickup et al.,  2005; 
Sivakumar et al.,  2005;  Bhide et al.,  2006)  diferenciables  por  uno  o más  SNPs  respecto  a  la 
secuencia original (Green et al., 1989) o a  las secuencias encontradas en el genoma de  la cepa 
k10  (Li et al., 2005) en ocasiones puede ser difícil determinar cuál debe ser  la  referencia. Por 
ello, Semret y colaboradores propusieron como referencia la cepa k10, y secuenciaron un panel 
de 23 aislados de Map procedentes de distintas especies animales y  localizaciones geográficas 
(Semret et al., 2006b): todas las cepas de tipo II contenían repeticiones de IS900 idénticas a las 
publicadas en el genoma de Map k10. Por el contrario,  todas  las cepas de  tipo  I presentaban 
secuencias de IS900 con dos SNPs respecto a las de k10 (Behr y Mostowy, 2007).  
5.5.4. IS901 
En 1991 Kunze y colaboradores describieron esta nueva secuencia de inserción, de 1472 
pb, y presente solo en una parte de  los aislados de M. avium analizados,  los que demostraron 
mayor virulencia en infecciones experimentales en ratones (Kunze et al., 1991) (código genbank 
X59272). Pertenece a la misma familia que IS900, la IS110, pero solo comparte con ésta un 60% 
de homología (Kunze et al., 1991). Posteriores estudios confirmaron la utilidad de este elemento 
como marcador de cepas de M. avium más virulentas en infecciones en ratones (Pedrosa et al., 
1994), pollos  (Pavlik et al., 2000c; Dvorska et al., 2003), ciervos, cerdos y vacas  (Collins et al., 
1997; Ocepek et al., 2003).  
Por  todo  ello  IS901  ha  sido  empleado  como  diana  de  técnicas  de  caracterización 
molecular de aislados de MAC procedentes de muestras humanas, animales y ambientales en 
numerosos  estudios:  por  un  lado,  se  han  diseñado  estrategias  de  detección  del  elemento 
empleando técnicas de PCR (Kunze et al., 1992; Bono et al., 1995; Ahrens et al., 1995; Pavlik et 
al., 2000c; Bartos et al., 2006; Moravkova et al., 2007); por otro  lado, ha sido empleado como 
sonda para técnicas de RFLP en numerosos estudios (Ritacco et al., 1998; O'Grady et al., 2000; 
Introducción 
72 
Machackova et al., 2004; Dvorska et al., 2004; Mobius et al., 2006; Dvorska et al., 2007; Shitaye 
et al., 2008). En 2003, Dvorska y colaboradores propusieron un protocolo estandarizado para la 
realización  de  RFLP‐IS901  empleando  las  enzimas  de  restricción  PvuII  y  PstI,  encontrando  un 
total de 52 perfiles en 173 aislados (Dvorska et al., 2003). 
  Mediante el uso de ambas técnicas (PCR y RFLP) se confirmaron los hallazgos iniciales de 
Kunze  y  colaboradores, que  ligaban  la presencia de  IS901  con una mayor  virulencia  y que  se 
encontraba mayoritariamente  en  cepas  de M.  avium  aisladas  a  partir  de muestras  aviares,  y 
raras  veces  en  aislados  de  muestras  humanas,  porcinas  o  ambientales.  Además  todos  los 
aislados que contienen este elemento en su genoma presentan un mismo perfil de RFLP‐IS1245, 
definido como “tipo aviar” (Ritacco et al., 1998), caracterizado por tres bandas (pág. 67). Estas 
diferencias entre aislados contribuyeron a la diferenciación de la antigua M. avium subsp. avium 
(Thorel et al.,  1990)  en  dos  nuevas  subespecies, M.  avium  subsp.  avium  y M.  avium  subsp. 
hominissuis, uno de cuyos rasgos definitorios es la ausencia de IS901 en su genoma (Mijs et al., 
2002). 
5.5.5. IS902 
Esta secuencia  fue publicada en 1992, casi simultáneamente a  la descripción de  IS901, 
como un elemento de 1470 pb que codificaba una proteína de 400 aminoácidos y formaba parte 
de  la familia  IS110, pero tenía un bajo nivel de homología con otros miembros de esta familia, 
como IS900 (Moss et al., 1992a). Se la definió como un elemento específico de M. avium subsp. 
silvaticum,  y  fue  utilizada  en  subsiguientes  estudios  como  diana  de  técnicas  de  PCR  para 
diferenciar dicha subespecie de otras especies de MAC como Map (Moss et al., 1992b), aunque 
su presencia no fue evaluada en otras especies del complejo distintas de Map. 
Sin embargo la elevada homología existente entre IS902 y IS901, por encima del 99%, y 
la naturaleza de  las diferencias entre ellos alienta  la hipótesis de que probablemente estos dos 
elementos  son  en  realidad  el mismo,  y por  tanto no  se podrían  identificar  aislados  como M. 
avium subsp. silvaticum basándose en la presencia de IS902 en su ADN (Turenne et al., 2007).  
5.6. Otras técnicas de caracterización molecular 
A lo largo de las dos últimas décadas las técnicas de biología molecular han evolucionado 
a  gran  velocidad,  por  lo  que,  a  pesar  de  que  a  principios  de  los  90  las  estrategias  para 
caracterizar y comparar aislados de micobacterias eran comparativamente bastante reducidas, 
hoy  en  día  se  dispone  de  un  mayor  número  de  herramientas.  Además,  la  secuenciación 
completa de  los  genomas de Map  k10  (Li et al.,  2005)  y de M.  avium  104  (The  Institute  for 
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Genomic  Research,  http://www.tigr.org/)  ha  abierto  un  nuevo  abanico  de  dianas  para  las 
técnicas  moleculares,  derivadas  de  la  comparación  inter‐genómica  de  elementos  para  la 
determinación  de  secuencias‐genes‐regiones  específicos  de  especie  o  subespecie  de 
micobacteria. Al igual que se hizo con las técnicas aplicadas en el complejo M. tuberculosis (Behr 
y  Mostowy,  2007),  podemos  dividir  las  siguientes  técnicas  en  “pre‐genómicas”  y  “post‐
genómicas”,  entendiendo  por  estas  últimas  aquellas  dirigidas  a  la  detección  de  grandes 
diferencias existentes entre especies o subespecies bacterianas en forma de LSPs que, de algún 
modo, “marquen” a la bacteria que las posea.  
5.6.1. Técnicas pre‐genómicas 
 
5.6.1.1. PFGE 
De  las  técnicas pre‐genómicas  la electroforesis en campo pulsado o PFGE  (Pulsed Field 
Gel Electrophoresis) es la que lleva más tiempo aplicándose. Está basada en el análisis de todo el 
cromosoma bacteriano después de ser sometido a una digestión enzimática. Así, el ADN de  la 
bacteria se embebe en bloques de agarosa y posteriormente se somete a un protocolo de  lisis 
química para  liberar el ADN, que queda distribuido de forma más o menos homogénea por  los 
bloques.  Se  aplica  entonces  la  enzima  de  restricción  de  elección  (de  puntos  de  corte 
infrecuentes) y  se aplica una electroforesis multidireccional  sobre el ADN digerido durante un 
periodo de tiempo determinado. Mediante la electroforesis de campo pulsado pueden separarse 
fragmentos de gran  tamaño  (hasta 10Mb) que darán  lugar a perfiles  característicos, mientras 
que  con  la electroforesis  convencional no pueden  separarse bandas de más de 50kb. Así,  los 
distintos patrones de bandas son consecuencia de fenómenos genéticos tales como mutaciones 
que crean o eliminan puntos de corte de la enzima, o inserciones o deleciones que incrementan 
o disminuyen el tamaño de una banda (Tenover et al., 1995).  
Esta técnica ha sido aplicada con éxito en diversas especies de micobacterias, entre  las 
que podemos destacar el complejo M. tuberculosis (Zhang et al., 1992; Kristjansson et al., 1993; 
Feizabadi et al., 1996b; Singh et al., 1999), M. fortuitum (Burns et al., 1991; Hector et al., 1992; 
Legrand et al., 2002), M. kansasii (Zhang et al., 2004), M. abscessus y M. chelonae (Wallace, Jr. 
et al.,  1993), M. malmoense  (Doig et al.,  2002),  y M.  phlei  (Coffin et al.,  1992),  entre  otros 
muchos estudios.  
En  lo  referente  a  MAC,  desde  que  Levy‐Frebault  y  colaboradores  lo  utilizaran  por 
primera vez para caracterizar cepas de Map junto con aislados de pacientes de Crohn y cepas de 
M. avium  (Levy‐Frebault et al., 1989), el PFGE ha  sido empleado para  tipificar aislados de  las 
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distintas  subespecies  comprendidas  en  MAC  (Coffin et al.,  1992),  para  relacionar  aislados 
clínicos de M. avium entre  sí  (Burki et al., 1995; Picardeau et al., 1997b; Pestel‐Caron et al., 
1999; Hazra et al.,  2000;  Legrand et al.,  2000b)  y  para  comparar  cepas  clínicas  con  aislados 
ambientales (Von Reyn et al., 1994; Aronson et al., 1999; Tobin‐D'Angelo et al., 2004).  
Mención  aparte  merecen  los  estudios  desarrollados  en  cepas  de  Map:  en  1997  se 
publicó el primer trabajo de PFGE aplicado a un panel de cepas de Map (35 aislados de bovinos, 
alpacas,  ovinos  y  caprinos  provenientes  de  Australia)  empleando  tres  enzimas  de  restricción 
(DraI, XbaI y SpeI), pudiendo diferenciar las cepas en dos grupos fundamentalmente mediante el 
uso  de  las  dos  últimas  enzimas  (Feizabadi et al.,  1997).  En  un  estudio  publicado  dos  años 
después aplicando las enzimas HindIII y SpeI para la comparación de aislados de conejos y vacas 
que procedían de las mismas áreas, el PFGE no pudo detectar ninguna diferencia entre ellos, lo 
que sirvió para reforzar la hipótesis de que había un riesgo de transmisión interespecífica (Greig 
et al.,  1999).  Con  el  fin  de  evaluar  las  diferencias  existentes  entre  cepas  pigmentadas  y  no 
pigmentadas de Map,  Stevenson  y  colaboradores  realizaron  en  2002 un  análisis de PFGE  a 5 
aislados pigmentados (procedentes de ovino) y 88 no pigmentados (aislados de un amplio rango 
de especies,  incluyendo especies silvestres) empleando  las enzimas SnaBI y SpeI  (Stevenson et 
al., 2002), pudiendo agrupar los perfiles en dos grandes grupos que coincidían con la presencia o 
ausencia de pigmentación de  los aislados. De  Juan y  colaboradores aplicaron por primera vez 
esta  técnica  a  un  número  elevado  de  aislados  caprinos  de  Map,  comparando  su  poder  de 
discriminación con el obtenido al emplear RFLP‐IS900, que resultó menos eficaz (de Juan et al., 
2005). Por último, en un reciente estudio, Sevilla y colaboradores caracterizaron mediante PFGE 
un panel de 269 aislados procedentes de varias especies animales, encontrando características 
diferenciales en algunos aislados procedentes de cabras y ovejas españolas (Sevilla et al., 2007).  
A  pesar  de  la  demostrada  utilidad  de  esta  técnica,  derivada  de  su  gran  poder  de 
discriminación, presenta algunos inconvenientes que impiden su uso como prueba de rutina de 
forma más generalizada en laboratorios de micobacterias: es un método laborioso, que necesita 
personal  especializado,  y  sobre  todo  requiere  grandes  cantidades  de  ADN;  a  pesar  de  las 
mejoras conseguidas en la obtención de una mayor concentración de material genético a partir 
de cultivos  (Hughes et al., 2001), se sigue necesitando un considerable crecimiento bacteriano 
para  la aplicación del PFGE. Esto  representa una gran desventaja especialmente en el caso de 
micobacterias con requerimientos especiales de cultivo y de crecimiento lento y fastidioso, tales 
como las cepas de Tipo I y III de Map (Juste et al., 1991; de Juan et al., 2006b).  
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5.6.1.2. VNTRs, SSRs y MIRUs 
Otra  técnica de creciente aplicación en miembros del complejo M. avium es  la que se 
basa en los “números variables de repetición en tándem” o VNTRs (Variable Number of Tandem 
Repeats): una  repetición en  tándem es una  secuencia  corta de ADN de 14  a 100 nucleótidos 
normalmente (SSR, Short Sequence Repeats) que se repite consecutivamente (de 4 a 40 veces), 
cabeza  con  cola,  en  un  locus  específico;  el  número  de  unidades  repetidas  puede  variar  en 
distintas  cepas,  y  por  tanto  la  determinación  de  ese  número  de  repeticiones  puede  ser  una 
herramienta  para  la  caracterización  de  aislados.  De  hecho,  el  análisis  de  estas  SSRs  permite 
obtener  información  con  fines  epidemiológicos  pero  también  sobre  funcionalidad  de  ciertos 
genes (van Belkum A., 1999). En el caso de las micobacterias, las repeticiones en tándem pueden 
conformar  lo  que  se  denomina  como  “unidades  micobacterianas  repetitivas  intercaladas” 
(MIRUs, Mycobacterial  Interspersed Repetitive Units); éstas  fueron estudiadas en primer  lugar 
en  el  complejo M.  tuberculosis  y  en M.  leprae  (Supply et al.,  1997;  Frothingham  y Meeker‐
O'Connell,  1998),  donde  se  han  seguido  aplicando  como  un método  eficaz  para  caracterizar 
aislados y  realizar estudios evolutivos  (Supply et al., 2000; Mazars et al., 2001; Savine et al., 
2002; Supply et al., 2003).  
Bull y colaboradores estudiaron  la presencia de estos MIRUs en el material genético de 
M.  avium, Map  y M.  intracellulare,  e  identificaron  6  loci  en  los  que, mediante  PCRs,  podían 
diferenciarse  las tres bacterias e  incluso  las cepas pigmentadas de Map de  las no pigmentadas 
(Bull et al., 2003b). Un análisis en profundidad de  la  secuencia del genoma de Map k10 y de 
M.avium 104 permitió a Overduin y colaboradores diseñar un sistema de análisis simultáneo de 
VNTRs  en  5  loci  distintos  (MVLA,  Multilocus‐VNTR  typing  analysis)  que  fue  aplicado  en  49 
aislados de Map previamente  caracterizados mediante RFLP‐IS900  (Overduin et al., 2004).  La 
discriminación obtenida en el conjunto de aislados mediante el MVLA fue menor, pero demostró 
su utilidad al poder subdividir el perfil más representado de RFLP‐IS900 del estudio en 6 tipos. 
Nishimori  y  colaboradores  estudiaron  17  loci  para  estudiar  678  aislados  de  Map  de  Japón, 
subdividiéndolos en 12 perfiles de VNTRs (Nishimori et al., 2007).  
En una aproximación similar, Motiwala y colaboradores exploraron el genoma completo 
de Map  k10,  encontrando 78  SSRs‐loci  susceptibles de  ser utilizados  en PCRs para  valorar  su 
variabilidad (Amonsin et al., 2004). Tras una fase preliminar en la que se analizaron esos 78 SSR‐
loci en seis cepas de Map, se seleccionaron 11 (los más polimórficos) para su posterior estudio 
en  un  panel  de  33  aislados  de Map mediante  PCR  y  secuenciación  (MLSSR, Multilocus  Short 
Sequence Repeat). Los resultados fueron muy prometedores, ya que esos 33 aislados quedaron 
divididos en 20 tipos de MLSSR, obteniéndose una mayor discriminación que con otras técnicas 
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que habían sido utilizadas previamente (MPIL y AFLP, ver más adelante). El MLSSR demostró ser 
una técnica muy discriminativa, rápida, y que permite comparaciones interlaboratoriales al estar 
basada en PCR y secuenciación; además no precisa de grandes cantidades de ADN, lo que la hace 
muy útil en ciertos aislados de Tipo  I y  III de Map difíciles de cultivar. En sucesivos estudios se 
han analizado algunos de los loci descritos como más polimórficos en aislados de Map cultivados 
a partir de muestras bovinas (Motiwala et al., 2005), de animales salvajes (Motiwala et al., 2004; 
Corn et al.,  2005)  y  de  pacientes  de  Crohn  (Ghadiali et al.,  2004). Hasta  ahora  el MLSSR  ha 
demostrado  un  mayor  poder  de  discriminación  que  otras  técnicas  aplicadas  anteriormente, 
como el IS900‐RFLP, el MPIL o el AFLP (Amonsin et al., 2004).  
En otro estudio Thibault y colaboradores  realizaron  también un análisis exhaustivo del 
genoma de Map k10, describiendo 8 nuevas repeticiones en tándem (TR, Tandem Repeats) y loci 
de MIRUs polimórficos  en  aislados de Map  y, por  tanto, posibles dianas para  caracterización 
molecular de cepas (Thibault et al., 2007). Al estudiar en 183 cepas de Map aisladas de distintos 
hospedadores  en  distintos  países  el  poder  discriminativo  de  esos  8 marcadores  frente  al  del 
RFLP‐IS900  se  obtuvo  un  valor  similar  (21  tipos  de MIRU‐VNTRs  frente  26  perfiles  de  RFLP, 
aunque  los  primeros  estaban  distribuidos  de  forma más  homogénea  entre  los  aislados).  La 
mayor  discriminación  se  obtenía  al  combinar  ambas  técnicas,  concluyéndose  por  tanto  que 
resultaban complementarias. Los ocho marcadores descritos fueron además evaluados en cepas 
de M. avium, encontrándose una mayor variabilidad genética que en Map a pesar de que solo se 
analizaron  82  aislados  del  mismo  país  (Francia)  cultivados  de  muestras  clínicas  humanas 
(Thibault et al., 2007). 
5.6.1.3. AFLP 
Esta  técnica,  de muy  reciente  diseño,  se  basa  en  la  digestión  del  genoma  bacteriano 
normalmente  empleando  dos  enzimas,  una  con  puntos  de  restricción  frecuentes  y  otra  con 
pocas  dianas  de  restricción.  A  continuación  se  produce  una  hibridación  con  una  serie  de 
oligonucleótidos diseñados para ser complementarios a  las  regiones que  flanquean  los puntos 
de restricción de  las enzimas, y una amplificación mediante reacciones de PCR a partir de esos 
cebadores. Los fragmentos obtenidos se pueden visualizar en geles de poliacrilamida o mediante 
fluorescencia  (Vos et al.,  1995;  Motiwala et al.,  2006).  Aunque  se  ha  utilizado  en  la 
caracterización  de  aislados  de M.  kansasii  (Picardeau et al.,  1997a;  Gaafar et al.,  2003), M 
ulcerans y M. Marínum (Huys et al., 2000; Chemlal et al., 2001), y del complejo M. tuberculosis 
(Huys et al.,  2000;  Ruiz et al.,  2003),  la  primera  aplicación  de  esta  técnica  a  bacterias 
pertenecientes a MAC se produjo en 2003, cuando se analizaron 86 aislados de Map y 16 de M. 
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avium mediante  las enzimas EcoRI y MseI (Motiwala et al., 2003). Se obtuvieron 26 perfiles de 
AFLP, aunque el 72% de  los aislados correspondieron a  los dos perfiles mayoritarios. La mayor 
homogeneidad se obtuvo en aislados de Map cultivados de vacuno, mientras que  los aislados 
ovinos y humanos demostraron una mayor heterogeneidad. 
Un grado mayor de polimorfismo fue obtenido al aplicar el AFLP con  las enzimas PstI y 
MseI y un total de 96 pares de oligonucleótidos a un panel de 21 aislados de Map y 2 M. avium 
(O'Shea et al.,  2004):  se  identificaron  11  genotipos  diferentes  entre  los  aislados  de Map,  y 
cuatro regiones presentes en la mayoría de los aislados de Map y ausentes en los de M. avium. 
Aunque el número de cepas  incluidas en este estudio es bajo,  los autores concluyeron que el 
polimorfismo  existente  entre  los  aislados  clínicos  de  Map  es  mayor  que  el  descrito 
anteriormente (Motiwala et al., 2003). Sin embargo, en un estudio posterior realizado sobre 56 
aislados  de Map  procedentes  de  bovinos  de Minnesota  (EEUU)  se  encontró  una  diversidad 
limitada entre los mismos, con 11 tipos de AFLP (representando el más abundante el 51.8% del 
total de aislados estudiados) (Kiehnbaum et al., 2005).  
El AFLP también ha sido empleado para caracterizar aislados de otras especies de MAC 
procedentes de  fuentes humanas y animales: Schrenzel y colaboradores analizaron 70 cultivos 
de M. avium y 15 de M. intracellulare procedentes de aves en cautividad encontrando una gran 
diversidad genética de aviarios comunes, lo que les llevó a concluir que la transmisión de animal 
a animal no era tan frecuente como se especulaba (Schrenzel et al., 2008). Por su parte, Pfaller y 
colaboradores compararon los perfiles de 159 aislados de MAC cultivados a partir de pacientes y 
de muestras ambientales,  sin encontrar ningún perfil común a ambas procedencias  (Pfaller et 
al., 2007). En este estudio el AFLP demostró un mayor poder de discriminación que el PFGE o el 
RFLP,  y  fue  útil  para  identificar  aislados  de  M.  intracellulare  mal  clasificados  por  la  sonda 
Accuprobe de Gen‐Probe.  
Aunque el AFLP ha demostrado ser una técnica útil para caracterizar cepas de MAC, su 
aplicación plantea algunos inconvenientes: la información que proporciona esta técnica sobre un 
determinado  locus  es  limitada  (presencia/ausencia  de  un  punto  de  corte),  y  además  es  una 
técnica muy sensible a la calidad del ADN utilizado, lo que provoca problemas de repetitibilidad y 
variaciones interlaboratoriales (Bensch y Akesson, 2005).  
5.6.1.4. RAPD 
El  análisis  de  ADN  polimórfico  amplificado  de  forma  aleatoria  (Randomly  Amplified 
Polymorphic  DNA)  se  basa  en  la  amplificación  arbitraria  del  ADN  genómico  mediante 
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oligonucleótidos de secuencia corta  (10‐22 bases) gracias a una hibridación poco específica,  lo 
que garantiza la unión y posterior amplificación de numerosas secuencias del genoma, que luego 
serán visualizadas en geles mediante electroforesis en forma de bandas (Williams et al., 1990). 
Los  perfiles  de  bandas  obtenidos,  característicos  de  especie,  subespecie  o  de  cepa,  han 
resultado útiles en estudios de micobacterias  tales  como M.  tuberculosis  (Linton et al., 1994; 
Harn et al., 1997), M. abscessus (Zhang et al., 1997), M. gordonae (Vogiatzakis et al., 1998), M. 
malmoense (Kauppinen et al., 1994) y M. simiae (Legrand et al., 2000a).  
La  primera  aproximación  a miembros  del  complejo  avium mediante  este método  fue 
realizada por Schleib y colaboradores en 1997 (Scheibl y Gerlach, 1997): analizaron 16 aislados 
de Map usando hasta 60 cebadores de 10 bases de  longitud, de  los que siete resultaron útiles 
para  diferenciar  algunos  de  los  aislados.  Sin  embargo  dejaron  constancia  de  la  baja 
reproducibilidad de  los  resultados al  repetir  los análisis de algunas  cepas. Matsiota‐Bernard y 
colaboradores describieron  la utilidad del RAPD para detectar  infecciones policlonales por M. 
avium en pacientes humanos, así como  la variabilidad de perfiles encontrados en aislados  sin 
relación epidemiológica (Matsiota‐Bernard et al., 1997). En otro estudio realizado en aislados de 
MAC de porcino y de humanos el RAPD fue capaz de diferenciar una cepa de M.  intracellulare 
del resto de aislados de M. avium, y pudo diferenciar cepas agrupadas en un mismo serotipo; del 
mismo modo,  la  serotipificación  también  diferenciaba  aislados  con  un mismo  perfil  de  RAPD 
(Ramasoota et al., 2001). En este  trabajo el empleo de un kit comercial  incrementó mucho  la 
reproducibilidad de  los resultados. Una comparación mediante RAPD de aislados sensibles a  la 
claritromicina de ocho pacientes con otros resistentes a claritomicina obtenidos de  los mismos 
pacientes después de sufrir recaídas tras tratamientos con este antibiótico demostró que en el 
75% de los casos la cepa final estaba estrechamente relacionada con la inicial, lo que implica un 
desarrollo de  resistencia; en el 25%  restante de  los casos se produjo una  reinfección con otra 
cepa  distinta  (Matsiota‐Bernard et al.,  2000;  Ramasoota et al.,  2001).  Pillai  y  colaboradores 
eligieron  un  oligonucleótido  (OPE‐20)  para  analizar mediante  RAPD  212  aislados  de Map  y  8 
aislados de M. avium  subsp. avium, obteniendo perfiles  legibles para  todos ellos  (Pillai et al., 
2001);  los  resultados  permitieron  diferenciar  las  dos  subespecies  y  remarcaron  la  mayor 
diversidad existente en M. avium subsp. avium  (6 genotipos a partir de 8 aislados)  respecto a 
Map  (6 genotipos en 212 aislados). Por último, Schrenzel y colaboradores usaron este método 
junto  con  el  AFLP  y  la  secuenciación  de  ITS  en  aislados  de  M.  avium  subsp.  avium  y  M. 
intracellulare de aves en cautividad, obteniendo resultados coincidentes con  las tres técnicas si 
bien el RAPD fue más consistente que el AFLP. 
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En resumen, esta técnica presenta algunas ventajas frente a otras técnicas tradicionales 
como el RFLP o el PFGE ya que es más sencilla, no requiere un conocimiento previo del genoma 
del organismo a utilizar y es rápida. Los problemas de reproducibilidad  inherentes a  la  técnica 
pueden  minimizarse  usando  kits  comerciales  y  purificando  el  ADN  antes  de  realizar  la  PCR 
(Ramasoota et al.,  2001;  Pillai et al.,  2001).  Sin  embargo  la  fiabilidad  de  los  resultados  está 
íntimamente ligada a la calidad del ADN analizado, y los estudios realizados en aislados de Map 
no han revelado de momento una gran variabilidad.  
5.6.1.5. MPIL 
Este método está basado en el estudio de  los  lugares de  inserción del elemento  IS900. 
En el año 2000 Bull y colaboradores estudiaron  las secuencias que  flanqueaban 14  inserciones 
de IS900 en Map, y diseñaron una PCR múltiple dirigida hacia esos  loci (MPIL, Multiplex PCR of 
IS900  loci) (Bull et al., 2000a). El análisis de 81 aislados de Map mediante este método reveló, 
por  una  parte,  la  conservación  de  7  de  los  14  loci  analizados  en  todos  los  aislados 
independientemente de su hospedador; por otra parte, se dividieron los 80 cultivos en 10 tipos, 
en  contraste  con  los 17 perfiles en  los que  se dividía ese mismo panel mediante RFLP‐IS900. 
También  puso  en  evidencia  las  diferencias  existentes  entre  cepas  aisladas  de  ovino  y  las 
provenientes de bovinos u otras especies. 
Posteriores  aplicaciones  de  esta  técnica  confirmaron  los  hallazgos  descritos 
anteriormente:  se  encontró  una  gran  uniformidad  en  los  perfiles  de  aislados  de Map  tipo  II 
independientemente  de  su  procedencia,  con  un  88%  de  cepas  aisladas  de  animales  salvajes 
(Motiwala et al., 2004) y un 78% de cultivos de humanos y rumiantes domésticos (Motiwala et 
al., 2003) mostrando el mismo tipo (A18); por otro lado, el poder de discriminación de la técnica 
fue menor al del MLSSR (Amonsin et al., 2004), aunque sus resultados complementaban los del 
AFLP (Motiwala et al., 2003). Esta técnica también permite la diferenciación entre miembros de 
MAC (Motiwala et al., 2004).  
Las ventajas de esta técnica radican en su aplicación en cepas de muy difícil cultivo, ya 
que  requiere muy  poca  cantidad  de  ADN.  Por  desgracia  el  hecho  de  que  haya  un  número 
limitado de inserciones de IS900 limita la diversidad esperable en las cepas de Map (Motiwala et 
al., 2006); además MPIL y RFLP‐IS900 describen  los mismos fenómenos genéticos, pero el RFLP 
parece mostrar un mayor poder de discriminación  (Bull et al., 2000a), por  lo que el MPIL no 
aporta ninguna información suplementaria a otras técnicas ya disponibles para la caracterización 
del complejo avium (Motiwala et al., 2006).  
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5.6.2. Técnicas post‐genómicas 
Dentro  de  los  grandes  avances  logrados  a  lo  largo  de  las  dos  últimas  décadas  en  el 
campo de la caracterización molecular de las micobacterias en general, y del complejo avium en 
particular, no  se puede  soslayar el gran  impacto que  supone  la disponibilidad de  la  secuencia 
completa del genoma de varios miembros de MAC. 
Aunque ha  sido  la  secuenciación completa de estos genomas  lo que ha posibilitado  la 
realización de estudios de genómica comparativa a gran escala, estudios realizados previamente 
mediante  otras  técnicas  ya  habían  sido  capaces  de  poner  en  evidencia  algunas  diferencias 
existentes  entre  distintos  miembros  del  género  Mycobacterium.  La  técnica  de  substracción 
genómica  (Genomic Subtraction) permite  identificar  fragmentos ausentes en una cepa mutada 
respecto a otra cepa (Straus y Ausubel, 1990). Este procedimiento se aplicó con gran éxito en el 
complejo  M.  tuberculosis,  poniendo  en  evidencia  regiones  del  genoma  presentes  en  cepas 
virulentas de M. bovis y M. tuberculosis y ausentes en BCG (Mahairas et al., 1996). Esta técnica 
también reveló nueve fragmentos de entre 318 y 596 pb presentes en Map y ausentes en otras 
micobacterias,  siete  de  los  cuales  podían  usarse  para  diferenciar  esta  bacteria  de M.  avium 
(Klitgaard y Ahrens, 2002).  
Dentro  del  complejo  avium  se  han  producido  numerosas  aproximaciones  empleando 
esta  técnica:  al  valorar  las  diferencias  en  la  capacidad  de M.  avium  y M.  intracellulare  para 
causar infecciones en pacientes con SIDA, McGarvey y colaboradores observaron que M. avium 
tenía  una mayor  capacidad  para  invadir  las  células  del  epitelio  intestinal;  en  un  intento  por 
identificar  los genes  implicados en  la  invasión de  la mucosa  intestinal  la hibridación subtractiva 
detectó 21 genes presentes en M. avium  y ausentes en M.  intracellulare,  incluyendo algunos 
posibles causantes de esa diferencia fenotípica (McGarvey y Bermudez, 2001). De forma similar, 
Krzywinska  y  colaboradores  intentaron  mediante  esta  técnica  detectar  diferencias  a  nivel 
genómico que explicaran las diferencias en la virulencia de un aislado animal de MAC (M. avium 
subsp. avium) y uno humano (M. avium subsp. hominissuis), encontrando diferencias en genes 
implicados en la síntesis de glicopeptidolípidos (Krzywinska y Schorey, 2003) 
Otra técnica de comparación genómica derivada de  la anterior y aplicada en cepas del 
complejo avium es el análisis de representación de diferencias (RDA, Representational Difference 
Analysis). Gracias a ella se pudo detectar  la secuencia  ISMav2, una secuencia de  inserción que 
hasta  la  fecha solo ha sido detectada en Map repetida al menos 3 veces  (Strommenger et al., 
2001).  También  fue  aplicado  en  1998  por  Tizard  y  colaboradores,  poniendo  en  evidencia  un 
elemento genético  llamado GS, con un bajo contenido en G+C, similar a  islas de patogenicidad 
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descritas  en  otras  especies;  este  fragmento,  presente  en Map, M.  avium  subsp.  silvaticum  y 
algunos  aislados  de  M.  avium  subsp.  avium,  y  posiblemente  ausente  en  M.  avium  subsp. 
homissuis,  contenía  genes  homólogos  de  otras  bacterias  implicados  en  la  síntesis  de 
lipopolisacaráridos (Tizard et al., 1998).  
En otro estudio realizado mediante RDA comparando el genoma de Map frente al de M. 
avium, y el de aislados de Map de tipo I y de tipo II, se encontraron tres fragmentos específicos 
de Map y ausentes en M. avium  (RDI130, RDII60 y RDIII10)  con  tamaños entre 456 y 652 pb 
(Dohmann et al., 2003). Uno esos fragmentos (RDI130) podía diferenciar también entre aislados 
de tipo I y II de Map, ya que en  los primeros aparecían 11 nucleótidos adicionales ausentes en 
todas las cepas de tipo II. Esta investigación no pudo detectar fragmentos presentes en cepas de 
tipo II y ausentes en las de tipo I, pero por el contrario sí estableció la presencia de tres regiones 
de  ADN  específicas  del  tipo  I,  pig‐RDA10,  pig‐RDA20  y  pig‐RDA30,  que  tenían  un  98%  de 
homología con secuencias de M. avium subsp. hominissuis (Dohmann et al., 2003). Esto hizo que 
los  autores  especularan  con  la  posibilidad  de  que  el  tipo  I  fuera  un  estado  de  evolución 
intermedio  entre M.  avium  y Map  tipo  II.  En  otro  estudio  llevado  a  cabo  por  Stratmann  y 
colaboradores  el  RDA  permitió  la  detección  de  una  región  de  38  kb  específica  de Map  cuya 
ausencia en M. avium y en otras micobacterias comprobaron posteriormente (Stratmann et al., 
2004). Estudiando  los genes presentes en esa  región  la describieron como una posible  isla de 
patogenicidad, lo que explicaría su ausencia de otras micobacterias saprofitas. Por último, Marsh 
y Whittington descubrieron mediante RDA un fragmento presente en una cepa de tipo II que no 
se  conservaba  en  el  genoma  de  la  cepa  de  tipo  I  analizada,  al  contrario  de  lo  descrito  por 
Dohmann  y  colaboradores  anteriormente  (Dohmann et al.,  2003);  la  secuencia  comprendía 
11584 nucleótidos y 10 genes, entre los que se encontraban algunos implicados en la síntesis de 
la pared bacteriana, virulencia y otras características fenotípicas, por  lo que especularon con  la 
posibilidad de que pudieran ser los causantes de las diferencias en los requerimientos de cultivo 
y la aparente preferencia de hospedador (Marsh y Whittington, 2005).  
Conforme fue avanzando el nivel de conocimiento de los genomas de Map y M. avium se 
llevaron a cabo comparaciones parciales de  regiones ya conocidas, describiéndose  fragmentos 
de ADN presentes en una y ausentes en otra cuyos genes pudieran servir como dianas de nuevas 
técnicas de diagnóstico molecular:  en un  estudio preliminar,  el  laboratorio  responsable de  la 
secuenciación del genoma de Map k10 describió 21 genes específicos de esta especie, 8 de  los 
cuales estaban integrados formando un cluster de 4.4 kb (Bannantine et al., 2002). Los 21 genes 
fueron  después  clonados  y  expresados  en  cepas  de  Escherichia  coli,  y  sus  productos  fueron 
evaluados en estudios con sueros de ratones y conejos sensibilizados frente a Map; cinco de las 
Introducción 
82 
proteínas  producidas  demostraron  ser  antigénicas,  hecho  confirmado  después  en  vacas  con 
paratuberculosis clínica (Bannantine et al., 2004). En otro trabajo realizado por el mismo grupo 
se comparó el área del genoma que codifica el origen de  la replicación (oriC) de Map con el de 
M. avium:  sorprendentemente, dadas  las grandes diferencias existentes entre ambas especies 
en sus tasas de replicación, se observó un alto grado de homología (Bannantine et al., 2003). Por 
último, en otro estudio se analizaron las regiones ya completadas del genoma en busca de genes 
presentes en Map, sin homólogos en otras especies, que produjeran proteínas utilizables como 
dianas de técnicas de diagnóstico inmunológico que serían, por tanto, más específicas (Paustian 
et al., 2004). Se lograron identificar varios genes, cuyas proteínas fueron producidas con éxito en 
cinco  casos;  cuatro de esas proteínas demostraron  sus  capacidades  inmunógenas en  ratones, 
conejos y vacas infectadas con paratuberculosis. 
Una  vez  terminado  el  proceso  de  secuenciación  de  los  dos  genomas  mencionados 
pudieron hacerse  estudios  comparativos  a  gran  escala mediante  técnicas de microarrays que 
representan el genoma completo de las bacterias a estudiar. La comparación de ambos genomas 
a grandes  rasgos  revela un cierto grado de homogeneidad, aunque  se observa una diversidad 
mayor de  la descrita entre miembros del  complejo M.  tuberculosis.  Se aprecian  tres  regiones 
homólogas entre ambas subespecies, con dos grandes áreas de inversión intercaladas entre ellas 
y una menor situada cerca del extremo 5’ (Figura 5). 
 
Fig. 5. Visualización de los genomas de M. avium 104 y Map k10 mediante el programa 
Artemis (www.sanger.ac.uk). Las zonas rojas indican homología, las azules zonas de inversión.  
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Hasta  la  fecha  se  han  diseñado  varios  arrays  usando  alguno  de  los  dos  genomas 
disponibles, o una mezcla de ambos,  como patrón  con el que  comparar  las  cepas a estudiar. 
Gracias  a  este  método  pueden  evidenciarse  polimorfismos  de  secuencia  larga  (LSP,  Large 
Sequence Polymorphisms) entre una cepa patrón y una cepa problema. Estos LSPs pueden ser 
consecuencia  de  fenómenos  simples  de  intercambio  genético,  tales  como  inserciones, 
deleciones o sustituciones (Fig. 6) o producirse a partir de cambios más complejos que impliquen 
una combinación de los anteriores, mucho más difíciles de determinar.  
 
 
Fig.  6.  Posibles  fenómenos  simples  fuentes  de  LSPs  (adaptado  de  D.C.  Alexander, 
comunicación personal).  
El primer análisis mediante microarray para el estudio de miembros del complejo avium 
fue  llevado a cabo por Semret y colaboradores (Semret et al., 2004), quienes desarrollaron un 
array basado en la secuencia sin anotar de M. avium 104, analizando 4158 marcos de lectura u 
ORFs (Open Reading Frames): examinaron con este array aislados de M. avium subsp. silvaticum 
y Map  de  tipo  I  y  II,  encontrando  14  LSPs,  presentes  en  la  cepa  104  y  ausentes  en  el  resto 
[denominados posteriormente  LSPAs  (Semret et al.,  2005) por  encontrarse  en M.  avium]  con 
tamaños comprendidos entre  los 21 y  los 197 kb y que codificaban 572 genes. Siete de  los 14 
LSPAs son consecuencia de  fenómenos genéticos simples,  tales como  inserciones o deleciones, 
mientras  que  los  7  LSPAs  restantes  son  el  producto  de  una  combinación  más  compleja  de 
inserciones y deleciones. De ello se deduce que, a diferencia de lo que ocurre en el complejo M. 
tuberculosis,  en  MAC  la  transferencia  horizontal  es  una  importante  fuente  de  variabilidad 
genética (Semret et al., 2004). Al evaluar la presencia de estos LSPAs mediante PCRs en un panel 
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más amplio de aislados de todas  las subespecies de M. avium se observó una gran variabilidad 
en  los  resultados  excepto  en Map;  todos  los  LSPAs  analizados  estaban  ausentes  en  todas  las 
cepas de Map salvo el LSPA11, ausente solo en algunos aislados ovinos.  
Con  el  fin  de  encontrar  LSPs  específicos  de  Map  y  por  tanto  ausentes  en  otras 
subespecies de M. avium (denominados LSPPs) Semret y colaboradores analizaron el genoma de 
Map k10, y encontraron 17 posibles candidatos ausentes en  la cepa 104. Con el  fin último de 
poder  aplicar  la detección de  alguno de estos elementos  como herramienta de  identificación 
diagnóstica de  subespecie  se determinó mediante PCRs  la presencia de estos 17  LSPPs y de 3 
LSPAs en 383 aislados de MAC (Semret et al., 2005). Los resultados indicaron una vez más la gran 
diversidad genética observada en este complejo, ya que se observó una cierta variabilidad en la 
distribución de  los  LSPPs  en  las  cepas de Map. No obstante,  se  concluyó que  la  ausencia del 
LSPA8 y  la presencia de LSPP2, LSPP4 y LSPP5 podía considerarse específica de Map  (aunque  los 
LSPPs no eran 100% sensibles, esto es, un porcentaje de aislados de Map no  los presentaban). 
Además,  en  este  trabajo  se  concluyó  que  la  isla  de  patogenicidad  putativa  descrita  por 
Stratmann y colaboradores como específica de Map  (Stratmann et al., 2004), que codifica una 
proteína  propuesta  como  diana  de  técnicas  de  inmunodiagnóstico  (Paustian et al.,  2004)  no 
estaba presente en todos  los aislados de esta especie, y se encontraron secuencias homólogas 
en  cepas  de M.  avium,  cuestionando  por  tanto  la  utilidad  de  su  detección  directa  o  de  sus 
productos (Semret et al., 2005).  
Por último, y gracias a la información precedente sobre la distinta distribución de ciertos 
LSPs en MAC, el mismo grupo propuso un sistema de PCRs basada en  la detección sucesiva de 
regiones específicas de M. avium  subsp. hominissuis  (presencia de  LSPA8 y  LSPA17), M. avium 
subsp.  avium,  M.  avium  subsp.  silvaticum  y  ciertas  cepas  de  M.  avium  subsp.  hominissuis 
(presencia de LSPA8 y ausencia de LSPA17), Map tipo I (ausencia de LSPA8 y LSPA20) y Map tipo II 
(ausencia de  LSPA8 y presencia de LSPA20) que podía diferenciar  las  subespecies de M. avium 
basándose en el estudio de grandes regiones de ADN, marcadores genéticos más robustos que 
SNPs o secuencias de inserción (Semret et al., 2006c) (Tabla 2, pág. 86).  
En un estudio posterior, Wu y colaboradores emplearon otro microarray basado en  la 
secuencia de M. avium 104 con  iniciadores cortos, encontrando 24 LSPs entre M. avium y Map 
(MAV‐1  a  MAV‐24),  entre  las  que  se  encontraban  las  regiones  polimórficas  descritas 
anteriormente  por  Semret  y  colaboradores más  11  LSPs  adicionales  (Wu et al.,  2006).  Otro 
hallazgo en el genoma de M. avium fue el elevado nivel de polimorfismo existente en la familia 
TetR  de  reguladores  transcripcionales,  algunos  de  cuyos  miembros  pueden  intervenir  en  el 
desarrollo de resistencias antibióticas. También definieron 18 fragmentos de ADN específicos de 
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Map  (MAP‐1 a MAP‐18), 16 de  los cuales coincidían con  los descritos previamente por Semret 
(Semret et al., 2005).  
Paralelamente,  Paustian  y  colaboradores  diseñaron  un  microarray  basado  en  la 
secuencia de Map  k10  (con más del 95% de  los ORFs  representados)  y que por  tanto podría 
determinar con precisión las regiones presentes en su genoma y ausentes en el ADN de las cepas 
analizadas (Paustian et al., 2005). Al estudiar aislados de M. avium, M. avium subsp. silvaticum, 
M.  intracellulare, M.  smegmatis  y  Map  tipo  II  (procedentes  de  distintas  especies  animales) 
observaron varias diferencias: por una parte,  todas  las cepas de Map presentaron un elevado 
grado de conservación genética, puesto que no se detectaron ORFs divergentes en ningún caso. 
El  resto de especies presentaron grados de divergencia diversos, siendo M. smegmatis el más 
alejado (como era de esperar) y M. avium subsp. silvaticum el menos divergente: esto llevó a los 
autores  a  especular  con  la posibilidad de que  esta última  especie  sea un  eslabón  intermedio 
entre M. avium y Map, ya que conserva fragmentos de ambas especies. Por último, observaron 
un gran polimorfismo de Map respecto al resto de especies concentrado en genes homólogos a 
la  familia  mce  (mammalian  cell  entry)  descritos  en  M.  tuberculosis  e  implicados  en  la 
supervivencia intracelular (Arruda et al., 1993), lo que sugiere que podrían estar implicados en la 
capacidad de esta bacteria para producir enfermedad (Paustian et al., 2005). 
Para tratar de esclarecer el grado de diversidad existente entre los tipos I y II de Map se 
analizó una  cepa de  tipo  I  en  el array basado  en Map  k10  (Marsh et al., 2006).  El  resultado 
fueron tres grandes regiones ausentes en la cepa de tipo I y presentes en k10, una de las cuales 
había sido descrita anteriormente como LSPA20  (Semret et al., 2006c), y otra que comprendía 
una deleción descrita anteriormente mediante RDA (Marsh y Whittington, 2005). Estos tres LSPs 
representan el 0.6% del genoma de Map  k10,  y  suman 29208 pb,  siendo  la mayor  fuente de 
diversidad genética entre cepas de tipo I y II descrita hasta  la fecha. Por desgracia, el hecho de 
que sólo el genoma de una cepa de tipo II estuviera secuenciado en su totalidad ha supuesto un 
gran  inconveniente a  la hora de determinar  los posibles fragmentos presentes en  las cepas S y 
no en las C. Sin embargo, con la reciente finalización de la secuenciación del primer genoma de 
una cepa de Map tipo  I (Paustian et al., 2007) este problema quedará resuelto, abriéndose un 
nuevo camino en el estudio de la diversidad genética del complejo M. avium.  
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Las micobacterias no  tuberculosas y especialmente el  complejo Mycobacterium avium 
(MAC) están cobrando una  importancia cada vez mayor en Sanidad Animal y también en Salud 
Pública. La paratuberculosis, causada por un miembro de este complejo (Mycobacterium avium 
subsp.  paratuberculosis),  es  una  enfermedad  de  gran  importancia  veterinaria  presente  en 
España  en  ganado  vacuno,  caprino  y  ovino.  El  impacto  de  esta  enfermedad  se  deriva  de  su 
efecto directo sobre la productividad de los animales, por una parte, y de su posible acción sobre 
las técnicas para el diagnóstico de otra enfermedad causada por micobacterias, la tuberculosis. 
Otras  especies  del  complejo  avium,  fundamentalmente  M.  avium  subps.  hominissuis,  son 
patógenos oportunistas del ser humano con una  incidencia creciente, sujetas a un número de 
estudios cada vez mayor.  
El objetivo global de esta tesis era determinar la importancia del complejo M. avium en 
aspectos que hasta ahora no habían sido tratados en profundidad en España. Así,  los objetivos 
concretos que se pretendían abordar eran los siguientes: 
1. Determinación  de  la  prevalencia  de  Mycobacterium  avium  subsp. 
paratuberculosis en fauna salvaje y peridoméstica en España, y de su potencial 
importancia en la epidemiología de la paratuberculosis. 
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2. Aplicación  de  técnicas  de  caracterización  molecular  en  aislados  de 
Mycobacterium  avium  subsp.  paratuberculosis  presentes  en  el  ganado 
doméstico en España.  
3. Evaluación  de  la  potencial  interferencia  de  la  paratuberculosis  sobre  la 
sensibilidad  de  las  técnicas  de  diagnóstico  aplicadas  para  el  control  y 
erradicación de la tuberculosis bovina y caprina. 
4. Aplicación  de  técnicas  de  caracterización  molecular  en  el  diagnóstico 
epidemiológico de infecciones por miembros del complejo avium en humanos, y 
evaluación  de  la  diversidad  molecular  encontrada  en  M.  avium  subsp. 
hominissuis. 
 
Para poder cumplir con los objetivos marcados, la presente tesis doctoral queda dividida 
en cuatro capítulos, que integran los siguientes trabajos: 
• CAPÍTULO I.  
o Julio Álvarez, Lucía de  Juan, Víctor Briones, Beatriz Romero, Alicia Aranaz,  Jose 
Francisco  Fernández‐Garayzábal  y  Ana  Mateos.  Mycobacterium  avium 
subespecies  paratuberculosis  in  fallow  deer  and  wild  boar  in  Spain 
(Mycobacterium  avium  subespecies  paratuberculosis  en  gamo  y  jabalí  en 
España). Artículo publicado en The Veterinary Record, 2005 (156, 212‐213) 
• CAPÍTULO II.  
o Lucía de  Juan,  Julio Álvarez, Alicia Aranaz, Antonio Rodríguez, Beatriz Romero, 
Javier Bezos, Ana Mateos, Lucas Domínguez. Molecular epidemiology of Types 
I/III strains of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis  isolated  from 
goats  and  cattle  (Epidemiología  molecular  de  aislados  de  tipos  I/III  de 
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis aislados de ganado caprino y 
vacuno). Artículo publicado en Veterinary Microbiology, 2006 (115, 102‐110). 
o Julio  Álvarez,  Elena  Castellanos,  Lucía  de  Juan,  Beatriz  Romero,  Javier  Bezos, 
Sabrina  Rodríguez,  Alicia  Aranaz,  Ana  Mateos,  Lucas  Domínguez.  2007. 
Characterization of Mycobacterium avium  subspecies paratuberculosis  isolates 
by  Large  Sequence  Polymorphisms  (LSP)  detection  and  hsp65  sequencing 
(Caracterización  de  aislados  de  Mycobacterium  avium  subspecies 
paratuberculosis  mediante  detección  de  polimorfismos  de  secuencia  larga  y 
secuenciación  de  hsp65).  Trabajo  presentado  en  el  noveno  coloquio 
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internacional  de  paratuberculosis  organizado  por  la  IAP  (International 
Association for Paratuberculosis), 2007.  
• CAPÍTULO III. 
o Julio Álvarez,  Lucía  de  Juan,  Javier Bezos, Beatriz  Romero,  Jose  Luis  Sáez,  F.J. 
Reviriego  Gordejo,  Víctor  Briones, Miguel  Ángel Moreno,  Ana Mateos,  Lucas 
Domínguez, Alicia Aranaz. Interference of paratuberculosis with the diagnosis of 
tuberculosis  in a goat  flock with a natural mixed  infection  (Interferencia de  la 
paratuberculosis en el diagnóstico de  la tuberculosis en un rebaño caprino con 
una  doble  infección  natural).  Artículo  publicado  en  Veterinary  Microbiology, 
2008 (128, 72‐80). 
o Julio Álvarez, Lucía de Juan, Javier Bezos, Beatriz Romero, Jose Luis Sáez, Sergio 
Marqués,  Concepción  Domínguez,  Olga  Mínguez,  Baudilio  Fernández‐
Mardomingo,  Ana  Mateos,  Lucas  Domínguez,  Alicia  Aranaz.  Effect  of 
paratuberculosis  in  the diagnosis of bovine  tuberculosis  in a cattle herd with a 
mixed  infection  using  interferon‐gamma  detection  assay  (efecto  de  la 
paratuberculosis en el diagnóstico de  la  tuberculosis bovina en un  rebaño con 
una  doble  infección mediante  el  uso  de  la  prueba  de  detección  de  gamma‐
interferón). Artículo enviado para su publicación a Veterinary Microbiology. 
• CAPÍTULO IV. 
o Julio Álvarez, Ignacio Gómez García, Alicia Aranaz, Javier Bezos, Beatriz Romero, 
Lucía  de  Juan,  Ana  Mateos,  Enrique  Gómez‐Mampaso,  Lucas  Domínguez. 
Genetic  diversity  of  Mycobacterium  avium  isolates  recovered  from  clinical 
samples  and  from  the  environment: molecular  characterization  for  diagnostic 
purposes  (Diversidad  genética  en  aislados  de  Mycobacterium  avium 
procedentes de muestras clínicas y del ambiente: caracterización molecular con 
fines diagnósticos). Artículo publicado en Journal of Clinical Microbiology, 2008 
(46, 1246‐1251) 
 
Además de los citados trabajos, los resultados obtenidos en el transcurso de la presente 
tesis doctoral han permitido la realización de dos estudios adicionales, que aún se encuentran en 
fase de redacción. El primero de ellos se integra en el capítulo 1, ya que estudia la prevalencia de 
Mycobacterium  avium  subspecies  paratuberculosis  y  otras  micobacterias  en  animales 
peridomésticos.  El  segundo  se  incluye  en  el  trabajo  realizado  en  el  capítulo  4,  y  evalúa  la 
diversidad  genética  encontrada  en  aislados  de  Mycobacterium  avium  subsp.  hominissuis 
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procedentes de hospedadores animales, humanos y del ambiente mediante diversas técnicas de 
caracterización molecular.  En  los  resúmenes  de  los  correspondientes  capítulos  se  ofrece  un 
esbozo de los resultados obtenidos, a la espera de finalizar la redacción de los mismos.  
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RESUMEN 
 
  La capacidad de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), agente causal de 
la  paratuberculosis,  para  infectar  distintas  especies  rumiantes  ha  quedado  demostrada  en 
numerosos  estudios.  Sin  embargo,  recientemente  se  ha  ampliado  el  rango  de  potenciales 
hospedadores de este microorganismo, que ahora abarca también numerosas especies animales 
de  vida  salvaje  (incluyendo monogástricos).  Las  repercusiones de  este  hallazgo pueden  tener 
una  gran  trascendencia,  ya  que  conlleva  la  posibilidad  de  que  los  animales  salvajes  o 
peridomésticos  que  entran  en  contacto  de  forma  directa  o  indirecta  con  los  rumiantes 
domésticos  podrían  introducir  o  mantener  la  infección  en  una  explotación.  La  importancia 
epidemiológica de la fauna de vida libre en el ciclo de transmisión de Map quedó demostrada en 
Escocia,  donde  varios  trabajos  demostraron  que  el  conejo  (Oryctolagus  cuniculus)  podía 
infectarse con cepas de ganado vacuno y actuar a su vez como fuente de infección para nuevos 
bóvidos.  
  Dada la ausencia de datos sobre la presencia de Map en fauna de vida libre en España [a 
excepción de un estudio en una población de gamos (Dama dama) en una reserva regional de 
caza  en  Asturias],  se  diseñó  un  estudio  destinado  a  determinar  la  prevalencia  de 
paratuberculosis en  varias especies  salvajes  y peridomésticas en España. En el primer  trabajo 
incluido  en  este  capítulo  se  describen  los  resultados  del  análisis microbiológico  realizado  en 
muestras procedentes de 260 animales procedentes de zonas del sur de España, algunos de los 
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cuales  provenían  del  Parque  Nacional  de  Doñana.  El  muestreo  incluyó  especies  de  interés 
cinegético  [ciervos  (Cervus elaphus), gamo y  jabalí  (Sus scrofa)] que podían entrar en contacto 
con  explotaciones  circundantes  de  vacuno  en  régimen  extensivo.  En  la  observación  de  los 
animales  y  en  el  posterior  análisis  macroscópico  de  las  muestras  recogidas  (linfonodos 
mesentéricos, válvula ileocecal y otras secciones de intestino) no se observaron en ningún caso 
lesiones compatibles con paratuberculosis. Sin embargo se obtuvieron dos cultivos positivos de 
Map (a partir de una muestra de jabalí y otra de gamo), ambos procedentes del Parque Nacional 
de  Doñana  y  ambos  pertenecientes  al  tipo  II.  Las  bajas  prevalencias  observadas  [1,54%  en 
jabalíes, 0,04‐8,28 para un intervalo de confianza (I.C.) de 95%; y 1,06% en gamos, 0,027‐5,785, 
I.C. de 95%] parecen  indicar que el patógeno  se encuentra presente en ambas especies pero 
afectando a una baja proporción de  individuos. La ausencia de  lesiones macroscópicas parece 
indicar que  los animales no sufrían un cuadro clínico; por otra parte, el aislamiento de Map a 
partir de muestras de tejido (no de heces) demuestra que ambos animales estaban infectados y 
no  eran  meros  portadores.  Las  bajas  tasas  de  infección  observadas  demuestran  que  la 
paratuberculosis no es una enfermedad importante en estas poblaciones, y que por tanto estas 
especies no  juegan un papel  fundamental en el mantenimiento de  la enfermedad en  la  zona 
(especialmente  en  comparación  con  rumiantes  infectados  que  pueden  liberar  grandes 
cantidades de microorganismos al ambiente). Sin embargo la presencia de individuos infectados 
implica que podrían transportar la enfermedad a otras áreas teóricamente libres de la misma, lo 
que podría  tener consecuencias dramáticas si no están contemplados como  factores de riesgo 
en los planes de control de las explotaciones. 
  Los animales peridomésticos  son otros hospedadores potenciales de Map que pueden 
entrar en contacto con los rumiantes domésticos, constituyendo por tanto un posible reservorio 
para  los mismos. Por ello se también realizó un muestreo en distintas especies peridomésticas, 
incluyendo mamíferos  (roedores  fundamentalmente)  y  aves  procedentes  de  áreas  donde  se 
encontraban explotaciones de caprino y vacuno con problemas de paratuberculosis. A pesar de 
que se analizaron mediante cultivo microbiológico más de 150 animales peridomésticos no se 
aisló Map  a  partir  de  ninguna  de  las muestras.  Sin  embargo  se  aislaron  otras micobacterias, 
algunas de  ellas pertenecientes  al  complejo avium  (M. avium  subsp. avium, M. avium  subsp. 
hominissuis y M. intracellulare) y otras especies de micobacterias atípicas (M. scrofulaceum, M. 
fortuitum,  y  M.  interjectum  entre  otras)  que  pueden  ocasionar  procesos  patológicos  en 
hospedadores humanos  inmunodeprimidos. La tórtola (Streptopelia turtur) en  las aves y  la rata 
(Rattus  norvegicus)  en  los  mamíferos  fueron  las  especies  hospedadoras  que  presentaron 
mayores tasas de infección por micobacterias (trabajo en preparación).  
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RESUMEN 
  El agente causal de  la paratuberculosis, Mycobacterium avium  subsp. paratuberculosis 
(Map), ha  sido objeto de numerosos estudios de caracterización molecular aplicando diversas 
técnicas.  En  general  se  ha  llegado  a  un  consenso  sobre  la  existencia  de  dos  grupos 
fundamentales,  las  cepas  de  tipo  I  (u  ovinas)  y  las  de  tipo  II  (o  bovinas),  describiéndose  en 
algunos casos un tercer grupo (III o  intermedio) situado entre ambas (si bien este tercer grupo 
queda encuadrado junto con el primero en algunos trabajos). La determinación del tipo de cepa 
de un aislado determinado tiene gran importancia, ya que los tres grupos se diferencian por sus 
características  genotípicas  y  también  por  sus  fenotipos.  Las  diferencias  fenotípicas  más 
relevantes descritas hasta  la  fecha  incluyen  la  velocidad de  crecimiento  in  vitro,  la  capacidad 
para ser aisladas en determinados medios de cultivo y una aparente preferencia de hospedador, 
al menos  en  ciertas  localizaciones  geográficas.  En  este  sentido,  las  cepas  de  tipo  I  han  sido 
aisladas  fundamentalmente a partir de muestras de pequeños  rumiantes, mientras que  las de 
tipo II parecen capaces de colonizar un rango mucho mayor de hospedadores. La distribución de 
los distintos grupos también es muy desigual, ya que mientras que se ha notificado la presencia 
de aislados de tipo II en prácticamente todo el mundo, las cepas de tipo I han sido aisladas con 
una  menor  frecuencia,  y  los  hallazgos  de  aislados  de  tipo  III  eran  anecdóticos  (en  parte 
posiblemente debido a una incompleta caracterización de los aislados).  
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  En este contexto se realizaron los dos trabajos incluidos en este capítulo, diseñados para 
determinar los tipos de cepa presentes en ganado doméstico en España, y hacer una estimación 
de las prevalencias de cada uno de ellos.  
  En el primero de ellos se aplicaron técnicas de caracterización molecular para el estudio 
de  un  panel  de  158  aislados  de Map  procedentes  de  distintas  localizaciones  geográficas  de 
España y de distintas especies (bovino, caprino y ovino). Dada la baja tasa de crecimiento in vitro 
propia de  las  cepas de  los  tipos  I  y  III  se utilizaron  técnicas basadas  en PCR, para  las que  se 
necesita una menor cantidad de ADN en comparación con otras pruebas  (como PFGE o RFLP). 
Estas  técnicas diferencian  los aislados de  tipo  II de  los de  tipo  I y  III, pero no  son  capaces de 
discriminar entre  los dos últimos, por  lo que en  los resultados ambos grupos se  integran como 
tipo  I/III. Los  resultados  revelan una proporción de aislados de  tipo  I/III  inusualmente elevada 
(32.9%)  teniendo  en  cuenta  lo  descrito  en  otros  países  europeos.  Especialmente  llamativo 
resulta el hallazgo de  infecciones por  cepas pertenecientes al  tipo  I/III en  rebaños de ganado 
bovino;  aunque  se  han  descrito  otros  casos  de  aislamientos  de  cepas  I/III  en  esta  especie, 
normalmente  se  relacionaba  con  el  contacto  directo  o  indirecto  con  pequeños  rumiantes 
infectados. Sin embargo en  los rebaños descritos en este trabajo se sugería un mantenimiento 
de  la  infección en bovino sin  la participación de otros hospedadores. En uno de  los rebaños se 
detectó incluso una infección mixta por cepas de tipos I/III y II. Del mismo modo, es reseñable el 
hecho de que las cepas de tipo I/III fueron aisladas exclusivamente de razas de ganado bovino y 
caprino autóctonas,  lo que podría  indicar o bien una especial susceptibilidad de estas  razas, o 
bien  la existencia de endemismos circunscritos a  las mismas, mientras que  las cepas de  tipo  II 
circularían de forma más frecuente en el ganado importado. 
Las diferencias a nivel genotípico entre ambos tipos de Map fueron objeto del segundo 
trabajo,  centrado  en  la  detección  de  polimorfismos  de  secuencia  larga  (LSPs)  y  en  la 
determinación de la secuencia del gen hsp65 en un panel de 22 aislados de Map de tipos II y III 
procedentes  de  distintas  especies  y  áreas  de  España. A  pesar  de  ser  varios  los  estudios  que 
habían estudiado estos fragmentos de ADN en Map, el perfil de los mismos en aislados de tipo III 
estaba  aún  por  determinar.  Los  LSPs  objeto  del  estudio  se  seleccionaron  atendiendo  a  su 
capacidad para discriminar entre los tipos I y II, con el fin de establecer si los aislados de tipo III 
analizados presentaban un perfil específico o bien coincidían con alguno de los dos ya descritos. 
El  patrón  de  presencia/ausencia  de  los  LSPs  seleccionados  (LSPA4‐II,  LSPA18  y  LSPA20)  y  el 
sequevar  del  gen  hsp65  identificados  en  todos  los  aislados  de  tipo  III  incluidos  en  el  panel 
coincidió  totalmente  con  el  previamente  descrito  para  aislados  de  tipo  I,  lo  que  pone  de 
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manifiesto la mayor similitud de las cepas pertenecientes al grupo III con el grupo I (como ya se 
había apuntado empleando otras técnicas moleculares) respecto al grupo II. 
  En conclusión, queda evidenciada  la  importante presencia de aislados pertenecientes a 
los tipos I/III en España, asociándose además en ocasiones a ganado vacuno (lo que resulta muy 
poco  frecuente  en  otros  países)  y  particularmente  a  razas  autóctonas.  Todo  ello  perfila  un 
escenario  epidemiológico muy  diferente  al  descrito  en  otros  países  europeos,  lo  que  puede 
tener ciertas  implicaciones, ya que, por ejemplo, queda demostrada  la conveniencia de  incluir 
medios  de  cultivo  capaces  de  permitir  el  crecimiento  in  vitro  de  los  aislados  de  tipo  I/III  al 
realizar análisis microbiológicos en áreas donde se desconozca la naturaleza de la cepa causante 
de  la enfermedad. Por otra parte, se pone de manifiesto  la capacidad de  las cepas de tipo  I/III 
para  infectar  hospedadores  bovinos  y mantener  la  infección  en  esta  especie  en  ausencia  de 
pequeños rumiantes, lo que cuestionaría la existencia de preferencia de hospedador atribuidas a 
los distintos tipos, al menos en ciertas circunstancias. Por ello la costumbre de asociar las cepas 
de  tipo  II  con  el  término  “bovino”  resultaría  inadecuada,  ya  que  en  esta  especie  podríamos 
encontrar aislados de tipo I/III, por lo que se recomienda utilizar la terminología I, II y III en lugar 
de bovino, ovino e intermedia. 
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RESUMEN 
  En  los  países  en  los  que  la  tuberculosis  no  ha  sido  erradicada  en  los  rumiantes 
domésticos, la prioridad debe ser la detección del mayor número posible de animales infectados 
con  el  fin  de  acelerar  el  proceso  de  eliminación  de  la  enfermedad.  Esto  se  traduce  en  una 
utilización de las herramientas diagnósticas encaminada a la obtención de la mayor sensibilidad 
posible. Las pruebas más utilizadas para detectar la tuberculosis en las especies de abasto son la 
intradermotuberculinización (simple o comparada) y el test de detección del Interferón‐gamma 
(IFN‐γ).  
  La  paratuberculosis,  enfermedad  presente  en  muchos  países  del  mundo,  ha  sido 
estudiada como posible  inductora de  la aparición de  falsos positivos a  los  test diagnósticos de 
tuberculosis  en  varios  estudios,  debido  a  la  similitud  antigénica  de  su  agente  causal, 
Mycobacterium  avium  subsp.  paratuberculosis  (Map),  con  los  miembros  del  complejo  M. 
tuberculosis. Sin embargo, su potencial efecto sobre  la sensibilidad de  las pruebas diagnósticas 
de tuberculosis, de mayor trascendencia en países que no han alcanzado el estado de  libres de 
ésta enfermedad, no había sido evaluado en condiciones de campo.  
  En el presente capítulo se  incluyen dos estudios encaminados a determinar el  impacto 
de  la presencia de  la paratuberculosis  en  rebaños donde  la  tuberculosis  está presente.  En  el 
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primer  trabajo,  realizado  en  un  rebaño  de  cabras  de Guadarrama  con  ambas  infecciones,  se 
evaluó  la  sensibilidad  de  la  intradermotuberculinización  simple,  comparada  y  la  prueba  de 
detección  de  IFN‐γ  en  177  animales  que  fueron  sacrificados  después  de  la  realización  de  las 
pruebas. Todos ellos  fueron muestreados para el cultivo microbiológico de M. caprae  (agente 
causal  de  la  tuberculosis  en  este  rebaño)  y Map.  El  resultado  de  cultivo  fue  considerado  la 
referencia a la hora de definir a los animales como infectados por cada uno de los patógenos.  
  La sensibilidad observada en el conjunto del rebaño en todas las pruebas empleadas fue 
menor que  la descrita en otros trabajos en rebaños de cabras con tuberculosis. La prueba más 
afectada fue sin duda la intradermotuberculinización comparada, con una sensibilidad de 42,7%. 
La  intradermotuberculinización  simple y el  test de  IFN‐γ  identificaron  la misma proporción de 
individuos  infectados  (un  71%),  si  bien  detectaron  subpoblaciones  diferentes  de  animales 
positivos, poniendo de manifiesto  la complementariedad de ambas pruebas. La  influencia de  la 
paratuberculosis  en  la  detección  de  animales  tuberculosos  quedó  patente  al  comparar  la 
sensibilidad  de  las  pruebas  en  los  animales  con  una  doble  infección  (tuberculosis  y 
paratuberculosis)  con  la  observada  en  todos  los  animales  con  tuberculosis:  la  proporción  de 
animales detectados mediante  los  test cutáneos  fue significativamente menor en  los animales 
con una infección mixta, reafirmando la hipótesis de que la paratuberculosis estaba causando la 
baja  sensibilidad observada en el  conjunto del  rebaño. El  test de  IFN‐γ,  sin embargo, pareció 
afectado en menor medida.  
  En el segundo trabajo se abordó el mismo problema en un rebaño de ganado de lidia. En 
este caso se evaluó  la sensibilidad aparente obtenida mediante  la aplicación del  test de  IFN‐γ, 
por  ser esta prueba  la menos  subjetiva en  su  interpretación. Al  igual que en el caso anterior, 
todos  los  animales  incluidos  en  el  estudio  (n=218)  fueron  analizados  antes de  su  sacrificio,  y 
posteriormente fueron muestreados para el cultivo microbiológico de M. bovis y Map, siendo el 
resultado de este  cultivo  el  referente para definir  el estatus de  infección de  cada  animal. De 
nuevo  la  sensibilidad  observada  en  el  grupo  de  animales  con  una  doble  infección  (50%)  fue 
menor que la encontrada en los animales infectados solo por M. bovis (93,3%) o en el conjunto 
del rebaño (78,3%). Curiosamente, y de forma similar,  la sensibilidad de un ELISA de detección 
de  anticuerpos  frente  a  Map  fue  estimada  con  parecidos  resultados:  la  tasa  de  animales 
detectados  fue  menor  en  aquellos  con  una  doble  infección  (50%)  en  comparación  con  la 
observada en los animales solo con paratuberculosis (79,8%). Estos datos ponen de manifiesto la 
interacción existente entre la respuesta inmune frente a ambas enfermedades, ya que nuestros 
resultados indican que la presencia de una afecta al diagnóstico de la otra. En este sentido, una 
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observación cuidadosa de  los resultados de  la prueba de  IFN‐γ y del ELISA frente a Map en  los 
animales con una doble infección (n=16) reveló otro dato de interés: de los 8 animales positivos 
al  test de  IFN‐γ, 6  (75%)  fueron negativos al ELISA  frente a Map; de  forma opuesta, de  los 8 
individuos positivos en dicho ELISA, 6 (75%) fueron negativos en el test de IFN‐γ.  
  Por todo lo anterior, queda de manifiesto el efecto negativo de la paratuberculosis en la 
sensibilidad de  las técnicas de diagnóstico de tuberculosis en rebaños de bovino y caprino con 
una doble  infección. Resulta por ello fundamental determinar el estado sanitario de un rebaño 
en  lo  referente  a  paratuberculosis  antes  de  aplicar  y  interpretar  las  pruebas  diagnósticas  de 
tuberculosis, no  solo por  su  impacto en  la especificidad,  sino  también por  su efecto  sobre  la 
sensibilidad de las mismas.  
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RESUMEN 
  Mycobacterium  avium  subsp.  hominissuis  es  el  miembro  del  complejo  avium  que 
presenta  una mayor  heterogeneidad  genética.  A  pesar  de  ser  una  sola  subespecie,  definida 
recientemente  (en  2002),  dentro  de  esta  denominación  se  incluyen  aislados  que  presentan 
importantes  diferencias  en  su  genotipo.  Aunque  está  ampliamente  distribuido  en  el  medio 
ambiente y ha sido aislado de numerosas especies animales sin estar asociado a cuadros clínicos, 
puede  ocasionar  lesiones  granulomatosas  en  linfonodos,  especialmente  en  porcino,  que  dan 
lugar a un descenso en el valor económico de  las canales. En humanos puede originar cuadros 
más  o  menos  localizados  en  pacientes  inmunocompetentes  (patologías  pulmonares, 
generalmente  en  pacientes  con  otras  enfermedades  predisponentes,  o  linfadenopatías, más 
frecuentes en niños), e  infecciones generalizadas en pacientes  inmunosuprimidos.  La  segunda 
presentación de la infección por Mycobacterium avium subsp. hominissuis ha ido cobrando una 
importancia  creciente  debido  al  incremento  en  la  población  inmunocomprometida, 
fundamentalmente a causa de la epidemia de SIDA, el envejecimiento de la población en países 
del primer mundo y la implantación de terapias inmunosupresoras con fines terapeúticos.  
  A  causa  de  su  ubicuidad,  el  hallazgo  de Mycobacterium  avium  subsp.  hominissuis  en 
muestras clínicas no estériles puede ser debido a colonizaciones transitorias en el paciente o a 
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contaminaciones ambientales de  la muestra. Por ello  la significación clínica del aislamiento de 
este microorganismo  puede  ser  difícil  de  valorar,  especialmente  en  pacientes  sin  patologías 
aparentes.  En  este  contexto  se  diseñó  un  estudio  destinado  a  evaluar  la  utilidad  de  varias 
técnicas  de  caracterización  molecular  para  la  identificación,  tipificación  y  comparación  de 
aislados  del  complejo  avium  procedentes  de muestras  humanas  y  ambientales  de  un mismo 
hospital, con el fin de establecer la importancia clínica de dichos aislados. Se incluyeron aislados 
procedentes de muestras humanas no estériles [orina (n=23) y esputo (n=19)], estériles [sangre 
(n=3), biopsia hepática  (n=1)  y médula ósea  (n=1)],  y muestras ambientales  [agua de  grifos  y 
duchas de habitaciones de pacientes (n=6) y contenedores para la recogida de orina (n=11)]. La 
identificación bacteriana se realizó mediante la utilización de sistemas comerciales y la detección 
de secuencias de inserción (IS1245 y IS901), mientras que la caracterización molecular se llevó a 
cabo  empleando  la  técnica  de  electroforesis  en  campo  pulsado  (PFGE)  y  el  estudio  de  la 
secuencia del gen hsp65.  
Todos  los aislados ambientales fueron  identificados como M. avium subsp. hominissuis, 
así  como 38 de  los  aislados  clínicos  (los nueve  restantes  resultaron  ser M.  intracellulare). Un 
elevado porcentaje (81.4%) de los aislados de M. avium subsp. hominissuis no presentaban en su 
ADN  el  elemento  IS1245,  lo  que  representa  un  hallazgo  inusual. Mediante  el  empleo  de  la 
técnica de PFGE y secuenciación del gen hsp65 se comprobó que todos los aislados procedentes 
de muestras ambientales presentaban idéntico perfil, a pesar de haberse obtenido a lo largo de 
varios años y proceder de distintas áreas del hospital; esto parece  indicar  la presencia de una 
cepa de M. avium subsp. hominissuis que persiste en el sistema de distribución de agua de dicho 
hospital.  El  91.3%  de  los  aislados  de  orina  y  el  26.3%  de  los  procedentes  de  muestras 
respiratorias  resultaron  idénticos  a  esta  cepa  ambiental  al  aplicar  las  mismas  técnicas  de 
tipificación. Sin embargo, todos  los aislados de muestras clínicas estériles presentaron distintos 
patrones  de  PFGE  y  diferente  secuencia  de  hsp65  con  respecto  a  la  cepa  ambiental, 
demostrando la ausencia de relación con la misma. La evaluación clínica de los pacientes cuyas 
muestras  dieron  lugar  al  crecimiento  de  la  cepa  presente  en  el  ambiente  concluyó  que  no 
estaban padeciendo un cuadro debido a M. avium, lo que indica que lo más probable es que su 
aislamiento se debiera a una contaminación de  la muestra en su procesado. La caracterización 
de  las cepas ambientales presentes en hospitales y centros de  salud  resulta muy conveniente 
para poder evaluar el riesgo de contaminaciones ambientales o infecciones nosocomiales. 
La  variabilidad  presente  en  aislados  de M.  avium  subsp.  hominissuis  procedentes  de 
distintas  especies  hospedadoras  y  áreas  geográficas  también  ha  sido  evaluada  con  el  fin  de 
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determinar posibles factores asociados a diferentes fenotipos (patogenicidad, persistencia en el 
ambiente…). Así,  se ha estudiado un panel  formado  con más de 100  cultivos procedentes de 
muestras humanas, animales (animales domésticos y de vida salvaje) y ambientales, mediante el 
estudio  de  polimorfismos  de  secuencia  larga,  presencia/ausencia  de  secuencias  de  inserción, 
secuenciación del gen hsp65 y en algunos casos PFGE. Los resultados obtenidos  indican que  la 
diversidad presente en esta  subespecie es mayor de  la descrita anteriormente, de  forma que 
algunas de  las dianas que han sido utilizadas para su  identificación podrían no ser  totalmente 
sensibles o específicas. Las  técnicas de caracterización molecular constituyen una herramienta 
fundamental para  la realización de estudios epidemiológicos, y  la elevada variabilidad presente 
en M. avium  subsp. hominissuis hace que  su aplicación en esta  subespecie  sea especialmente 
valiosa (manuscrito en preparación). 
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La presente tesis doctoral recoge varias investigaciones diseñadas con el fin de clarificar 
algunos aspectos poco estudiados con anterioridad  relativos al complejo avium en aislados de 
nuestro país. Como ya se ha revisado, el complejo avium comprende dos especies con grandes 
diferencias  entre  ellas, M.  intracellulare  y M.  avium;  esta  última  está  subdividida  en  cuatro 
subespecies distinguibles por sus diferentes características fenotípicas y genotípicas. A pesar de 
esta diversidad, en muchos estudios aún no se realiza una clara diferenciación entre algunas de 
las subespecies (principalmente M. avium subsp. avium y M. avium subsp. hominissuis), siendo 
Map la excepción. El avance producido en los últimos años en el campo de la biología molecular 
ha  llevado  consigo  la  aparición  y  desarrollo  de  nuevas  técnicas  de  tipificación  molecular, 
dirigidas  al estudio del ADN bacteriano, que hacen  cada  vez más  asequible  la  caracterización 
completa de un  aislado. En  los  trabajos que  componen esta  tesis  se ha hecho hincapié en  la 
utilización  de  estas  técnicas  junto  a  otras  más  tradicionales  (estudio  de  características 
fenotípicas, detección de la respuesta inmune del hospedador) para avanzar en el conocimiento 
de las bacterias comprendidas en MAC. 
Una  clasificación  un  tanto  simplificadora  de  las  especies  incluidas  en  MAC  podría 
dividirlas en  las que se comportan como patógenos estrictos, siendo aisladas normalmente de 
hospedadores  infectados  y en mucha menor medida del  ambiente  (M. avium  subsp. avium  y 
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Map)  y  las  que  pueden  actuar  como  organismos  saprofitos,  aunque  en  determinadas 
circunstancias  (fundamentalmente  hospedadores  inmunosuprimidos)  puedan  dar  lugar  a 
cuadros clínicos graves por su condición de patógenos oportunistas (M. intracellulare y M. avium 
subsp.  hominissuis). Dentro  del  primer  grupo,  la  enfermedad  que más  atención  ha  suscitado 
debido  a  su  fuerte  impacto  económico  en  la  producción  animal  (y  a  sus  aún  discutidas 
vinculaciones con enfermedades de Salud Pública) es la paratuberculosis. 
A pesar de haber  sido descrito hace  ya más de  cien  años,  el bacilo  causante de  esta 
patología continúa generando  interrogantes sobre su distribución, características diferenciales, 
patogenia,  etc.  Uno  de  los  descubrimientos  recientes más  destacables  fue  su  capacidad  de 
infectar un amplio espectro de hospedadores, mucho más allá de  las especies rumiantes en  las 
que  era  bien  conocido.  La  detección  de  infecciones  por  Map  en  numerosas  especies  no 
rumiantes  (Beard et al.,  2001a;  Corn et al.,  2005),  además  de  su  ya  conocida  presencia  en 
rumiantes de vida salvaje (Manning y Collins, 2001) trajo consigo la hipótesis de que todas ellas 
pudieran actuar como potenciales reservorios de la enfermedad, al igual que sucede en algunos 
países  con  la  tuberculosis  bovina  [tejones  (Meles  meles)  en  Reino  Unido  (Reynolds,  2006), 
zarigüeyas  (Trichosurus vulpecula) en Nueva Zelanda  (Ryan et al., 2006),  jabalíes  (Sus scrofa) y 
en menor medida ciervos (Cervus elaphus) en España (Aranaz et al., 2004; Gortázar et al., 2005; 
Vicente et al., 2006; Hermoso de Mendoza J. et al., 2006; Naranjo et al., 2008)], suponiendo un 
serio  problema  para  los  planes  de  erradicación  de  la  enfermedad.  Esta  hipótesis  ha  sido 
demostrada en el caso de  los conejos (Oryctolagus cuniculus) en Escocia (Daniels et al., 2003a) 
mediante diversos estudios de  campo que prueban  su  implicación en el mantenimiento de  la 
infección, manifestando el potencial papel que algunas especies de vida salvaje pueden llegar a 
alcanzar.  
Sin embargo en España, donde la paratuberculosis está extendida en las tres especies de 
rumiantes  domésticos,  no  existían  apenas  datos  sobre  la  posible  distribución  de Map  en  las 
especies de vida salvaje. El riesgo potencial de estas especies como  fuentes de  infección se ve 
incrementado en el caso de explotaciones de extensivo, donde  los animales de abasto pueden 
estar  en  contacto  estrecho  con  animales  salvajes  y  peridomésticos,  y  en  parques  naturales, 
donde  la  enfermedad  podría  extenderse,  convirtiéndose  en  un  foco  de  transmisión  para 
explotaciones  vecinas.  En  el  único  estudio  publicado  sobre  este  tema  al  inicio  de  esta  tesis 
doctoral se diagnosticó  la enfermedad en una población de gamos  (Dama dama) situada en  la 
reserva regional de caza de El Sueve (Asturias) (Marco et al., 2002). La presencia de rumiantes 
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domésticos  con  paratuberculosis  en  la  zona  fue  apuntada  como  una  posible  fuente  de  la 
infección para la población de gamos. 
Dado que estos resultados y  los publicados por grupos en otros países  indicaron que  la 
paratuberculosis podía estar presente en especies no domésticas,  realizamos un muestreo en 
animales  de  vida  salvaje  y  peridomésticos  para  determinar  la  prevalencia  en  poblaciones 
españolas. El método de diagnóstico elegido fue el cultivo bacteriológico, por considerar que es 
el  único método  que  puede  diagnosticar  con  total  seguridad  la  infección  y  la  presencia  de 
micobacterias viables en los animales muestreados. En total se muestrearon 455 animales (118 
aves  y  337 mamíferos),  procedentes  de  las  Comunidades  Autónomas  de Madrid,  Castilla  La 
Mancha, Andalucía y Comunidad Valenciana (Álvarez et al., 2006).  
La  baja  prevalencia  de  paratuberculosis  observada  mediante  cultivo  en  las  especies 
muestreadas parece  indicar que  la  tasa de  infección en estos  animales es baja.  Las  áreas del 
estudio se seleccionaron teniendo en cuenta la presencia de explotaciones donde la enfermedad 
estuviera  presente  en  los  alrededores,  y  se  incluyeron  en  el  estudio  especies  que  pudieran 
entrar en  contacto de  forma directa o  indirecta  (a  través de  fómites)  con especies  rumiantes 
domésticas y por tanto constituir una fuente de infección para las mismas. A pesar de todo ello, 
sólo  se  aisló Map  a partir de un  jabalí  y un  gamo. Ambas  cepas  fueron  aisladas de  animales 
procedentes del Parque Nacional de Doñana, uno de  los espacios protegidos más  importantes 
del territorio español y una de las mayores reservas ecológicas de Europa. La presencia de cepas 
de  tipo  III, de muy difícil aislamiento  (de  Juan et al., 2006b), en  los  rumiantes domésticos de 
varias de las áreas muestreadas podría implicar una cierta subestimación de la prevalencia real, 
a causa de la menor sensibilidad del cultivo para estas cepas. Esta posibilidad se ve reforzada por 
el hecho de que durante  parte del  estudio no  se  incluyeron  los medios más  idóneos para  el 
crecimiento in vitro de este tipo de Map (de Juan et al., 2006b).  
En lo que hace referencia al jabalí, la baja prevalencia observada [1,54%, 0,04‐8,28 para 
un intervalo de confianza (I.C.) de 95%] está en consonancia con lo descrito en diversos estudios 
de cultivo en otras especies monogástricas de vida salvaje (Beard et al., 2001a; Corn et al., 2005; 
Anderson et al., 2007). De hecho, los aislamientos de Map a partir de muestras de jabalí son un 
hallazgo muy poco frecuente, habiéndose descrito en pocas ocasiones (Machackova et al., 2003; 
Álvarez et al., 2005; Sevilla et al., 2007). Sin embargo  la  importancia de encontrar  individuos 
infectados, aunque sea en un número pequeño, no debe soslayarse, ya que pueden diseminar la 
infección  en  un  área  considerable,  dada  su  capacidad  para  recorrer  grandes  distancias,  sus 
hábitos en ocasiones carroñeros y su población creciente en ciertas áreas de España (Vicente et 
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al., 2007). La ausencia de lesiones macroscópicas en todas las muestras analizadas podría indicar 
que, además, estos animales no  sufren un proceso  clínico debido a  la  infección por Map. Por 
otra parte, el hecho de haber cultivado  la micobacteria a partir de muestras de tejido y no de 
heces permite asegurar por una parte que el animal estaba efectivamente infectado (y no era un 
simple portador); sin embargo, por otra parte  impide asegurar si el  individuo  infectado estaba 
excretando la micobacteria y por tanto contaminando el medio ambiente.  
En lo referente a las muestras de cérvidos analizadas, tan solo se aisló Map a partir de un 
gamo (prevalencia de 1,06%, 0,027‐5,785, I.C. de 95%). Un trabajo realizado en ciervos, gamos, 
corzos  y  muflones  de  la  República  Checa  usando  el  cultivo  bacteriológico  describió  una 
prevalencia similar del 5,3% (Machackova et al., 2004). Sin embargo, estos resultados contrastan 
con  los  publicados  recientemente  en  un  estudio  sobre  prevalencias  de  paratuberculosis  en 
ciervo (Cervus elaphus) en España mediante un ELISA de detección de anticuerpos frente a Map 
(Reyes‐García et al., 2008). En dicho  trabajo  se muestrearon animales de varias  localizaciones 
geográficas, observando una seroprevalencia total de 30,16%, muy por encima de lo descrito en 
otros estudios similares en cérvidos de vida salvaje utilizando métodos de ELISA (Shulaw et al., 
1986; Quist et al., 2002; Davidson et al., 2004; Tryland et al., 2004). El lugar de procedencia de 
la muestra y  la presencia de ganado en  la zona se revelaron como posibles factores de riesgo, 
pero sorprendentemente las poblaciones de vida libre mostraron mayores títulos de anticuerpos 
que los ciervos en granjas (que tenían un mayor nivel de exposición a poblaciones de rumiantes 
domésticos). La falta de confirmación de la infección por Map mediante cultivo no permite, por 
otra parte, concluir con seguridad que los animales seropositivos fueran debidos en su totalidad 
a la paratuberculosis, ya que ciertas micobacterias ambientales pueden provocar la aparición de 
falsos positivos  (Tryland et al., 2004). No obstante, nueve  individuos con  infecciones por otras 
micobacterias  dieron  resultados  negativos  en  el  ELISA,  lo  que  podría  indicar  que  la  tasa  de 
reactividad cruzada no fue elevada, y  la prevalencia de paratuberculosis en ciervos pudiera ser 
mayor por tanto en España que en otros países (Reyes‐García et al., 2008). De cualquier forma, 
queda  establecida  la  existencia  de  infecciones  por  Map  en  poblaciones  de  vida  silvestre 
rumiantes  y  no  rumiantes,  lo  que  puede  tener  importantes  implicaciones  epidemiológicas. 
Además,  la  presencia  del  microorganismo  en  un  Parque  Nacional  como  es  Doñana,  donde 
existen poblaciones de especies en peligro de extinción con un gran valor ecológico  resalta  la 
potencial relevancia que puede adquirir la enfermedad en este entorno. 
Como ha quedado descrito, el avance logrado en las últimas décadas en el campo de la 
biología molecular ha permitido la diferenciación de varios subgrupos dentro de Map basándose 
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en  diferencias  genotípicas  (que  concordaban  con  diferencias  fenotípicas  observadas 
anteriormente). La tradicional agrupación de los aislados de Map en cepas de bovino y cepas de 
ovino, basándose en datos epidemiológicos de transmisión interespecífica y en la diferente tasa 
de crecimiento  in vitro,  fue confirmada mediante  la observación de diferencias en su ADN por 
primera vez en 1990 (Collins et al., 1990a). Collins y colaboradores especularon en este estudio 
con una posible adaptación al hospedador. Desde entonces varios trabajos han hecho referencia 
a una cierta preferencia de hospedador en los tipos de cepas de Map, de modo que las cepas de 
tipo I (y de tipo III) se aislaban preferentemente a partir de ovino, mientras que los aislados de 
tipo II podían provenir de un rango de especies más amplio (incluyendo bovinos) (Marsh et al., 
1999; Cousins et al., 2000; Collins et al., 2002). Aunque existen referencias de aislamientos de 
cepas de  tipo  I en bovino, en algunos  casos  la  fuente de  infección  se atribuyó a un  contacto 
(directo  o  indirecto)  con  ovejas  con  paratuberculosis,  sin  que  existieran  evidencias  de  una 
infección  endémica  en  bovinos  por  dichas  cepas  (Whittington et al.,  2001b).  Otros  trabajos 
hacen  referencia  a  la  falta  de  transmisión  de  la  enfermedad  desde  ovino  a  bovino,  lo  que 
condujo a  la creencia de que, mientras que  las ovejas podían  infectarse por cepas de todos  los 
tipos, los bovinos eran más resistentes a las cepas ovinas (Whittington et al., 2000b). Basándose 
en esa  idea  se han mantenido prácticas de manejo que  comportan un  cierto  riesgo,  como el 
pastoreo  de  vacas  en  zonas  donde  se  han  eliminado  rebaños  de  ovino  infectados  con 
paratuberculosis en Australia (Marsh et al., 1999; Whittington et al., 2000b).  
Sin  embargo,  trabajos  realizados  en  otras  localizaciones  describen  situaciones 
diferentes:  en  Europa,  donde  la  paratuberculosis  es  endémica,  las  cepas  de  tipo  II  son  las 
aisladas  con  mayor  frecuencia,  también  a  partir  de  ovinos  y  otros  pequeños  rumiantes  y 
especies salvajes  (Pavlik et al., 2000a; Stevenson et al., 2002; Djonne et al., 2005). Por ello se 
planteó  el  estudio  sobre  los  tipos  de  cepas  de  Map  presentes  en  España,  con  el  fin  de 
determinar  si  existía  una  asociación  con  las  especies  hospedadoras  en  nuestro  ecosistema. 
Dados  los problemas ya descritos,  inherentes a  la  realización de  técnicas de PFGE y RFLP  con 
aislados de tipo  I y  III debido a su  lenta velocidad de crecimiento,  las cepas fueron clasificadas 
mediante PCR en aislados de tipo  I/III o de tipo  II siguiendo  la metodología descrita por varios 
autores (Marsh et al., 1999; Collins et al., 2002; Dohmann et al., 2003). Aunque, de acuerdo con 
los trabajos mencionados anteriormente,  los aislados de tipo  II fueron más numerosos,  la tasa 
de cultivos pertenecientes al tipo I/III fue inusualmente alta, destacando el número de aislados a 
partir de muestras de bovino  y  caprino.  Los  estudios  epidemiológicos  realizados no pudieron 
demostrar  contactos  entre  los  bovinos  infectados  con  cepas  de  tipo  I/III  y  otros  pequeños 
rumiantes con paratuberculosis, lo que parece indicar que estas especies no son la única posible 
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fuente de infección. Especialmente interesante fue el hecho de que, mientras las cepas de tipo II 
fueron  aisladas mayoritariamente  de  ganado  de  importación,  los  aislados  de  tipo  I/III  fueron 
cultivados a partir de muestras de razas de ganado autóctonas,  lo que permite especular sobre 
una posible  susceptibilidad asociada a  la  raza hospedadora o  la existencia de  infecciones muy 
antiguas  en  estas  especies  por  un  tipo  de Map  poco  frecuente  en  el  resto  de  Europa.  Estas 
hipótesis  han  sido  posteriormente  reforzadas  con  los  datos  derivados  de  otros  trabajos 
realizados  en  España mediante  PFGE,  informando  de  elevadas  prevalencias  de  cepas  de  tipo 
ovino en cabras y de cepas con perfiles inusuales en ganado bovino autóctono de lidia (Sevilla et 
al.,  2005;  de  Juan et al.,  2006b;  Sevilla et al.,  2007;  Sevilla,  2007).  Estos  datos  subrayan  la 
inconveniencia  del  uso  de  la  nomenclatura  de  cepas  “ovinas”  o  “bovinas”,  ya  que  los  datos 
anteriormente  expuestos  resaltan  la  existencia  de  aislados  “ovinos”  (o  tipo  I/III)  a  partir  de 
muestras  bovinas,  o  aislados  “bovinos”  a  partir  de  ovejas;  por  ello,  si  bien  puede  haber  una 
cierta preferencia de  especie  (especialmente  en  algunos  lugares del mundo,  como Australia), 
parece  claro  que  otros  factores  epidemiológicos  además  de  la  especie  hospedadora  resultan 
claves a la hora de explicar la distribución de los distintos tipos.  
El estudio de  las diferencias encontradas entre  los distintos  tipos de aislados de Map 
resulta  de  vital  importancia  para  establecer  hipótesis  acerca  de  la  evolución  de  esta  especie 
bacteriana, así como para explicar  sus diferentes  fenotipos y  su controvertida preferencia por 
una especie hospedadora (Dohmann et al., 2003). Mediante  las técnicas de RFLP (Pavlik et al., 
1999)  y  PFGE  (Stevenson et al.,  2002;  de  Juan et al.,  2005)  se  han  establecido  dos  grupos 
mayoritarios (I y II), con un grupo (III o intermedio), representado por cepas aisladas con menor 
frecuencia, entre ambos (Collins et al., 1990a; de Lisle et al., 1992). Las diferencias entre los dos 
grupos mayoritarios,  I  y  II,  se  han  visto  reflejadas  también  al  aplicar  técnicas  de  genómica 
comparativa  (Dohmann et al.,  2003; Marsh  y Whittington,  2005;  Semret et al.,  2006c)  y  al 
estudiar  las  secuencias de  ciertos  genes  (Turenne et al., 2006; Marsh  y Whittington, 2007)  y 
secuencias de inserción (Semret et al., 2006b) 
En lo que hace referencia a los aislados de tipo III, los perfiles obtenidos al aplicar RFLP y 
PFGE se asemejan más a  los observados en aislados de tipo  I,  lo que podría  indicar una mayor 
proximidad  genética  a  éstos  últimos.  Los  resultados  obtenidos  al  emplear  técnicas  de 
caracterización molecular basadas en PCR corroboran esta hipótesis, ya que  tanto  la PCR‐REA 
dirigida al elemento IS1311 (Marsh et al., 1999) como la PCR descrita por Collins y colaboradores 
(Collins et al.,  2002)  no  pueden  diferenciar  entre  ambos  tipos.  Sin  embargo  ambas  técnicas 
detectan diferencias puntuales en el ADN. Para determinar si existían diferencias a nivel de LSPs 
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en las cepas del tipo III, que podrían implicar cambios más relevantes en aspectos de su fenotipo 
como  la  patogenicidad  o  la  preferencia  por  un  hospedador,  se  realizó  el  siguiente  estudio 
incluido en el  capítulo  segundo.  La atención  se  centró  sobre  los  LSPs anteriormente descritos 
como capaces de diferenciar entre  los tipos  I y  II (Semret et al., 2006c), complementándose el 
estudio con la secuenciación del gen hsp65. Los resultados obtenidos coinciden con las técnicas 
de PCR  citadas  anteriormente,  ya que  todos  los  aislados de  tipo  III  analizados presentaron  la 
misma distribución de LSPs y secuencia de hsp65 que la descrita para cepas del tipo I, haciendo 
imposible  la diferenciación entre estos  tipos mediante estas  técnicas. Todo ello parece  indicar 
una menor  variabilidad  entre  los  tipos  I  y  III  comparados  con  el  tipo  II,  lo  que  ha  llevado  a 
algunos  autores  a  integrarlos  como un único  grupo  (Collins et al., 2002;  Sevilla et al., 2007). 
Posteriores estudios sí han encontrado polimorfismos capaces de diferenciar entre los tipos I y III 
localizados en los genes gyrA y gyrB (Castellanos et al., 2007), demostrando la independencia de 
este tercer tipo.  
La  importancia  de  la  paratuberculosis  en  los  rumiantes  domésticos  trasciende  sus 
consecuencias  directas  (pérdida  de  productividad  y  restricciones  en  el  comercio),  ya  que  su 
proximidad genética con los agentes causales de la tuberculosis en estas especies (M. bovis y, en 
menor medida, M. caprae) puede dar  lugar a  importantes problemas diagnósticos. Como ya ha 
quedado  descrito,  el  diagnóstico  de  la  tuberculosis  está  basado  fundamentalmente  en  la 
medición de  la respuesta del animal (in vivo o  in vitro) a un derivado purificado proteico (PPD) 
elaborado a partir de una cepa de M. bovis. Sin embargo, como se ha mencionado, algunas de 
las proteínas  contenidas en esta PPD bovina no  son específicas del  complejo M.  tuberculosis, 
sino  que  se  encuentran  en  otras  micobacterias,  entre  ellas  miembros  de  MAC,  por  lo  que 
pueden  aparecer  falsas  reacciones.  Los  problemas  originados  por  estas  reacciones  cruzadas 
pueden  dividirse  en  aquellos  que  afectan  a  la  especificidad  y  los  que  comprometen  la 
sensibilidad.  Las primeras  son de  gran  importancia en aquellas  situaciones en  las que no hay 
tuberculosis  y  han  sido  estudiadas  en  profundidad,  ya  sea  en  casos  de  infecciones‐
sensibilizaciones naturales (Lauzi et al., 2000; Walravens et al., 2002; Cagiola et al., 2004; Dunn 
et al., 2005) o por vacunaciones frente a Map (Kohler et al., 2001; Muskens et al., 2002; Buddle 
et al.,  2003).  Incrementar  la  especificidad  del  test  cutáneo  es  el  motivo  fundamental  de 
comparar la respuesta a la PPD bovina a la obtenida mediante la estimulación con una PPD aviar 
(IDTB  comparada),  para  diferenciar  la  respuesta  debida  a  la  sensibilización  con  otras 
micobacterias no tuberculosas, como ya se ha descrito en la revisión bibliográfica.  
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Sin embargo  los problemas  causados por  infecciones naturales de paratuberculosis  (u 
otras micobacterias del  complejo avium)  en  la detección de  animales  enfermos  (sensibilidad) 
han sido objeto de menos estudios. Estos problemas son de vital importancia en países donde la 
tuberculosis aún está presente y se están llevando a cabo programas de erradicación destinados 
a  la detección  y  eliminación de  todos  los  animales  infectados por M. bovis/M.  caprae  (como 
España). El primer trabajo incluido en el capítulo tercero, realizado en un rebaño de cabras con 
una doble infección natural por tuberculosis y paratuberculosis, demostró el gran impacto que la 
segunda enfermedad puede tener en la sensibilidad de las pruebas diagnósticas aplicadas para la 
erradicación  de  la  primera.  La  tuberculosis  caprina  es  una  enfermedad  de  gran  importancia 
debido a sus graves consecuencias económicas y a su potencial zoonótico, pero además puede 
comprometer el éxito de las campañas de erradicación de tuberculosis bovina llevadas a cabo en 
numerosos países, ya que puede actuar como reservorio para esta especie. En este estudio, el 
test más  afectado  fue  la  IDTB  comparada,  cuya  sensibilidad  cayó  por  debajo  del  50%  en  el 
conjunto del  rebaño.  Este hecho  resulta de  gran  importancia,  pues  el uso de  esta  técnica  se 
recomienda en principio en situaciones donde se espera un alto porcentaje de reactores aviares 
(como  puede  suceder  en  rebaños  infectados  con  paratuberculosis)  (Monaghan et al.,  1994). 
Para maximizar  el  número  de  animales  infectados  detectados,  en  la  especie  caprina  la  IDTB 
comparada no debería aplicarse en áreas (o rebaños) donde la tuberculosis y la paratuberculosis 
coexistan, ya que  resultaría  imposible  llegar a  sanear una explotación basándose  sólo en esta 
estrategia diagnóstica.  
Pero el  impacto de  la paratuberculosis en  las pruebas  realizadas para  la detección de 
cabras  con  tuberculosis  no  se  limitó  al  posible  efecto  de  enmascaramiento  en  la  IDTB  de 
comparación como consecuencia de la reacción a la PPD aviar. La IDTB simple también demostró 
una sensibilidad por debajo de  lo esperado, y su menor fiabilidad se concentró en  los animales 
con una doble  infección,  lo que  también  resalta el posible efecto de  la paratuberculosis sobre 
esta  prueba.  En  el  rebaño  objeto  de  este  estudio,  el  test  de  detección  de  IFN‐γ,  aunque 
proporcionó  una  sensibilidad  algo menor  de  lo  descrito  anteriormente  (Liébana et al.,  1998; 
Gutiérrez et al., 1998), pareció menos afectado; es de destacar como la aplicación combinada de 
ambas técnicas (test de IFN‐γ y IDTB simple) proporcionó una elevada sensibilidad. La conclusión 
de mayor relevancia que puede extraerse de este trabajo es la importancia de la determinación 
del estatus de un rebaño respecto a la tuberculosis y a la paratuberculosis antes de decidir una 
estrategia  diagnóstica,  dado  el  gran  impacto  ejercido  por  esta  última.  Si  el  objetivo  es  la 
erradicación de la tuberculosis caprina de un rebaño/área parece evidente la inconveniencia de 
aplicar pruebas de comparación, dada  la baja sensibilidad que puede esperarse de  las mismas. 
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Sin embargo conviene tener en cuenta el inevitable descenso en la especificidad de las técnicas 
diagnósticas derivado de la aplicación de una estrategia lo más sensible posible. Por ello se hace 
necesaria una evaluación  individual de cada situación con el fin de clarificar cuál es el objetivo 
principal  (detección de  animales  infectados  versus  correcta  clasificación de  animales  sanos)  y 
actuar en consecuencia, pero siempre valorando el demostrado efecto de la paratuberculosis en 
el diagnóstico de la tuberculosis. 
Teniendo  en  cuenta  los  resultados  obtenidos  en  la  especie  caprina,  se  planteó  un 
estudio para evaluar el  impacto de  la paratuberculosis en el diagnóstico de  la  tuberculosis en 
ganado vacuno. La prueba elegida en primer lugar fue el test de detección de IFN‐γ, por ser una 
técnica de  interpretación objetiva y por  lo tanto menos sujeta a posibles variaciones debidas a 
una  incorrecta  realización  de  la  prueba.  En  el  rebaño  elegido  para  este  trabajo  se  había 
confirmado  también  una  doble  infección  por  tuberculosis  y  paratuberculosis,  y  todos  los 
animales  incluidos  para  evaluar  la  sensibilidad  aparente  de  la  prueba  de  IFN‐γ  fueron 
muestreados tras su sacrificio para el cultivo bacteriológico de M. bovis y Map. El efecto de  la 
paratuberculosis volvió a quedar patente, ya que la probabilidad de que un animal infectado por 
M. bovis fuera detectado se vio afectada de forma determinante por una infección concomitante 
por Map. De hecho, al aplicar la prueba de IDTB comparativa y el test de detección de IFN‐γ en 
paralelo,  se  detectaron  todos  los  animales  tuberculosos  con  un  cultivo  negativo  de  Map, 
mientras que tan solo el 50% de las vacas con una doble infección fueron positivas a alguna de 
las dos pruebas. 
En este rebaño se evaluó también la sensibilidad aparente de un ELISA de detección de 
anticuerpos  frente  a Map.  El  ELISA  es  el método  de  diagnóstico más  utilizado  (junto  con  el 
cultivo  fecal)  para  el  diagnóstico  de  la  paratuberculosis  in  vivo,  aunque  su  sensibilidad 
experimenta grandes variaciones en función de la fase de infección en la que se halle el animal 
analizado  (Nielsen y Toft, 2008). Otro  inconveniente es  la  incapacidad de  la mayoría de ELISAs 
comerciales de discriminar entre  los anticuerpos producidos en  la  infección producida por M. 
bovis o por Map (Olsen et al., 2001a; Lilenbaum et al., 2007). La simple realización de la prueba 
de IDTB puede generar respuestas inmunes capaces de provocar falsos positivos en un ELISA de 
detección de anticuerpos frente a Map (Varges et al., 2007). A pesar de ello, en nuestro estudio 
la sensibilidad del ELISA en  los animales con una doble  infección  tuberculosis‐paratuberculosis 
fue menor que en los animales infectados sólo por Map; estos resultados son lo contrario de lo 
que podría suponerse, ya que en el caso de  los animales doblemente  infectados cabría esperar 
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una  mayor  respuesta  humoral  frente  a  cualquiera  de  las  dos  micobacterias  que, 
presumiblemente, sería detectada en el ELISA de Map.  
El estudio detallado de los animales con una doble infección en este rebaño revela que, 
en lo que respecta a los resultados al test de IFN‐γ y al ELISA de paratuberculosis, la mayoría de 
los  animales que  son positivos  a una prueba  son negativos  a  la otra,  y  viceversa.  La  relación 
entre un resultado negativo en  la prueba de  IFN‐γ y un resultado positivo al ELISA de Map en 
animales  doblemente  infectados  también  se  observó  en  el  caso  del  rebaño  de  cabras.  Estos 
animales  son  de  una  gran  importancia,  pues  podrían  resultar  indetectables  a  las  pruebas  de 
diagnóstico de tuberculosis y por tanto mantener  la  infección en el rebaño. El hecho de haber 
determinado  el  estado  de  infección  de  todos  los  animales  con  respecto  a M.  bovis  y Map 
mediante cultivo bacteriológico constituye uno de los puntos fuertes de los trabajos realizados. 
Si bien  la sensibilidad de este método no es del 100%, sí  lo es su especificidad, por  lo que  los 
resultados de los animales con una doble infección resultan indiscutibles.  
Todos estos resultados resaltan la interferencia de la infección por Map en el diagnóstico 
de  la  tuberculosis  en  las  especies  rumiantes  domésticas.  Por  ello  es  de  gran  importancia  la 
determinación de la presencia/ausencia de paratuberculosis (además de la de tuberculosis) a la 
hora de valorar  las pruebas diagnósticas a aplicar. En ambos estudios se encontró un pequeño 
porcentaje de animales con tuberculosis que sin embargo resultaban negativos a todos  los test 
aplicados.  Este  resultado,  que  puede  ser  decepcionante  desde  el  punto  de  vista  de  la 
erradicación de  la enfermedad, es  sin embargo esperable, ya que no hay pruebas  capaces de 
detectar  todos  los  animales  enfermos,  y  aunque  la  realización  de  varias  técnicas  en  paralelo 
puede  incrementar  la sensibilidad (como de hecho queda demostrado en ambos trabajos) y es 
por tanto muy recomendable, no hay estrategias infalibles. A este respecto conviene destacar el 
hecho de que muchos de  estos  animales  “indetectables” presentaron  lesiones macroscópicas 
compatibles con tuberculosis en  la necropsia, por  lo que una correcta  inspección post‐mortem 
en el matadero los hubiera detectado. Esto resalta la importancia de la vigilancia epidemiológica 
a nivel de matadero para la detección de animales negativos en el test de IDTB pero infectados 
por M. bovis/M.  caprae. De  esta  forma queda patente que,  si bien  es  imposible diseñar una 
metodología diagnóstica que garantice  la detección del 100% de  los animales  tuberculosos,  la 
correcta aplicación de una buena combinación de  las pruebas disponibles debería ser capaz de 
contribuir a lograr el objetivo de la erradicación de la tuberculosis bovina.  
Además de la importancia veterinaria de los miembros del complejo avium, el creciente 
impacto que ejercen sobre  la Salud Pública tampoco debe ser soslayado. En este sentido debe 
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ser destacada  la  importancia de  realizar  técnicas de  caracterización molecular en  los  aislados 
clínicos, ya que, como se ha descrito en  la  introducción, a menudo  los estudios publicados en 
relación a cepas humanas adolecen de un correcto trabajo de identificación bacteriana. A pesar 
de que los tratamientos a aplicar sean similares en el caso de todos los miembros de MAC (con 
la salvedad de Map),  las consecuencias epidemiológicas de un aislamiento de una cepa de M. 
avium subsp. avium son distintas de un M. avium subsp. hominissuis o de un M.  intracellulare, 
pues  tienen  una  distribución  distinta.  No  obstante,  debido  posiblemente  a  la  creciente 
incidencia de este grupo de micobacterias en poblaciones inmunocomprometidas, es reseñable 
el incremento de los esfuerzos en este sentido, lo que ha conducido incluso a  la descripción de 
nuevas especies a partir de aislados clínicos de muestras humanas (Tortoli et al., 2004; Murcia 
et al., 2006).  
En el trabajo  incluido en el capítulo cuarto,  la aplicación de técnicas de caracterización 
molecular  permitió  la  diferenciación  entre  un  cierto  número  de  aislados  clínicos 
(mayoritariamente  cultivados  a  partir  de muestras  de  orina)  idénticos  o muy  similares  a  una 
cepa ambiental ampliamente distribuida en el sistema de canalización de agua de un hospital, y 
otro grupo de cepas sin relación con las anteriores (ni entre ellas). Los aislados pertenecientes a 
este último grupo se asociaron mediante criterios médicos con la producción de cuadros clínicos. 
Estos resultados destacan, por una parte, la utilidad de las técnicas de caracterización molecular 
en la valoración de relaciones epidemiológicas entre aislados clínicos y ambientales. Además, en 
el caso que nos ocupa, ciertas características detectadas en  los aislados ambientales  (y en  los 
aislados clínicos idénticos) como la ausencia del elemento IS1245, la posesión de un sequevar 2 
de hsp65, y la presentación de un cierto perfil de PFGE, podían ser utilizados como “predictores” 
de  patogenicidad;  esto  es  debido  a  que  los  aislados  que  poseían  este  genotipo  no  estaban 
causando  procesos  clínicos  en  los  pacientes  de  los  que  fueron  aislados.  Aunque  es  tentador 
realizar hipótesis con la naturaleza de la asociación entre la presencia de estos rasgos y una baja 
virulencia,  pudiendo  especular  sobre  una  posible  causalidad,  en  el  presente  estudio  no  hay 
información suficiente que permita realizar afirmaciones en este sentido.  
Nuestros  resultados  confirman  la  heterogeneidad  existente  en  la  especie  M.  avium 
subsp. hominissuis, ya que, por una parte, un porcentaje muy elevado  (81,4%) de  los aislados 
incluidos en el estudio se caracterizaron por la ausencia del elemento IS1245, lo que, aunque ha 
sido  previamente  descrito  como  se  detalla  en  la  introducción,  resulta  del  todo  inusual, 
especialmente  en  un  número  de  aislados  tan  elevado.  La  realización  de  distintas  técnicas  de 
identificación molecular – PCRs dirigidas a varios  fragmentos de ADN y  secuenciación del gen 
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ARNr 16S, de la secuencia de ITS y del gen hsp65, así como detección de algunos LSPs específicos 
de M. avium subsp. hominissuis (datos no publicados) – permite además  la aseveración de que 
los aislados citados pertenecen sin duda a esta especie, lo que no puede afirmarse en algunos de 
los trabajos describiendo cepas IS1245‐negativas por falta de contrastación con otras técnicas de 
identificación a nivel de subespecie.  
Por  otra  parte,  otra  fuente  de  variabilidad  dentro  de M.  avium  subsp.  hominissuis  lo 
constituye el gen hsp65, ya que aunque el número de cepas secuenciado no fue excesivamente 
elevado (n=52), sí fue suficiente para la descripción de un nuevo sequevar, el código 15 (número 
de acceso de GenBank EU085419). La  secuenciación de hsp65 en varios de  los aislados de M. 
intracellulare  incluidos  en  el  estudio  también  reveló  una  elevada  variabilidad,  encontrándose 
también algunas secuencias no descritas anteriormente, si bien  la heterogeneidad de este gen 
en M. intracellulare ya ha sido recalcada (Turenne et al., 2006) y por tanto este hallazgo resulta 
menos significativo.  
En todo caso, el trabajo viene a confirmar  la ubicuidad de M. avium subsp. hominissuis 
en un recinto hospitalario, en concordancia con otros estudios (Von Reyn et al., 1994; Aronson 
et al.,  1999).  Este  hecho  debe  ser  tenido  en  cuenta  a  la  hora  de  interpretar  aislamientos 
positivos de MAC en muestras no estériles y valorar su significación clínica, ya que en ocasiones 
resulta muy  difícil  demostrar  si  se  debe  a  un  fenómeno  de  contaminación,  de  colonización 
transitoria o a una infección (Tobin‐D'Angelo et al., 2004). Otros trabajos han hecho referencia a 
contaminaciones de muestras no estériles con MAC, entre ellas muestras de orina (Graham, Jr. 
et al.,  1988).  Nuestros  resultados  prueban  la  utilidad  de  aplicar  técnicas  de  caracterización 
molecular  para  tipificar  los  aislados  presentes  en  un  determinado  entorno  e  interpretar  la 
significación clínica de la aparición de distintas cepas de MAC en muestras no estériles, siempre 
apoyándose en criterios médicos que contribuyan a valorar la existencia o no de infección. Más 
aún,  la  creciente  aplicación  de metodología  de  biología molecular  en  aislados  de MAC  está 
contribuyendo  al  descubrimiento  de  nuevos  subtipos  de  micobacterias  con  características 
diferenciales, en ocasiones ligadas a distintas localizaciones geográficas, lo que puede ayudar en 
el trazado epidemiológico de las infecciones (Murcia et al., 2007).  
   
Conclusiones 
183 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES
    
Conclusiones 
185 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Primera 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ha sido aislado de poblaciones de  jabalí 
(Sus scrofa) y gamo (Dama dama) en España, aunque con bajas prevalencias. Por lo tanto, dichas 
especies  pueden  actuar  como  reservorios  del  mismo,  constituyendo  una  posible  fuente  de 
infección para los rumiantes domésticos. Este hecho debe ser tenido en cuenta en el diseño de 
los  planes  de  control  frente  a  la  paratuberculosis  en  animales  de  abasto.  Los  resultados 
negativos observados en otras especies de vida salvaje y animales peridomésticos  indican una 
menor implicación en el ciclo de transmisión de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. 
Segunda 
La  proporción  de  aislados  de  Mycobacterium  avium  subsp.  paratuberculosis 
pertenecientes  al  tipo  I/III  en  las  áreas  estudiadas  es mayor  que  la  descrita  en  otros  países 
europeos.  La  existencia  de  infecciones  por  este  tipo  de  cepas  en  rebaños  de  razas  bovinas 
autóctonas en los que no hay un contacto habitual con pequeños rumiantes infectados permite 
deducir  la  falta  de  especificidad  de  hospedador.  Asimismo  es  reseñable  el  aislamiento 
relativamente frecuente de cepas de tipo I/III en razas caprinas autóctonas. 
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Tercera 
El  estudio de  los polimorfismos de  secuencia  larga  (LSPA4‐II,  LSPA18  y  LSPA20)  y de  la 
secuencia del gen hsp65 revela una mayor homología entre las cepas pertenecientes a los tipos I 
y III que entre éstas y las de tipo II.  
Cuarta 
La existencia de infecciones mixtas de tuberculosis (por M. caprae) y paratuberculosis da 
lugar  a una pérdida de  sensibilidad  en  las pruebas de diagnóstico de  tuberculosis  en  ganado 
caprino. Este efecto se observa fundamentalmente en las pruebas cutáneas, especialmente en la 
intradermotuberculinización  comparada.  Por  ello,  el  uso  de  esta  prueba  debería  evitarse  en 
áreas  donde  ambas  enfermedades  coexistan,  aplicando  en  su  lugar  la 
intradermotuberculinización simple. 
Quinta 
La  aplicación  de  la  intradermotuberculinización  simple  y  el  test  de  detección  de 
Interferón‐gamma  en  paralelo  produce  un  considerable  incremento  de  la  sensibilidad  del 
diagnóstico  de  tuberculosis,  siendo  ésta  la mejor  combinación  de  pruebas  para  conseguir  la 
detección del máximo número posible de animales infectados.  
Sexta 
La  sensibilidad  del  test  de  detección  de  Interferón‐gamma  se  ve  afectada  por  la 
presencia de  infecciones mixtas de  tuberculosis y paratuberculosis en ganado vacuno de  lidia. 
Así,  la  probabilidad  de  detectar  animales  infectados  por M.  bovis  es  sensiblemente menor  si 
sufren una  infección concomitante por M. avium subsp. paratuberculosis. Por  lo  tanto, resulta 
de  gran  importancia  la determinación de  la presencia o  ausencia de paratuberculosis  en una 
explotación a la hora de valorar los resultados obtenidos en esta prueba diagnóstica.  
Séptima 
Una importante proporción de animales bovinos y caprinos con una infección mixta por 
M. bovis/ M. caprae y M. avium que no responden a las pruebas de detección de inmunidad de 
base celular sí producen una respuesta inmune de base humoral detectable. De forma inversa, la 
mayor parte de los animales doblemente infectados que son positivos en el test del Interferón‐
gamma, resultan negativos en el ELISA de detección de anticuerpos.  
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Octava 
La  significación  clínica del aislamiento de Mycobacterium avium  subsp. hominissuis en 
muestras  clínicas  no  estériles  debe  ser  evaluada  cuidadosamente  mediante  técnicas  de 
caracterización  molecular,  ya  que  su  mera  presencia  podría  deberse  únicamente  a  una 
contaminación ambiental.  
Novena 
La  variabilidad  genética  de  Mycobacterium  avium  subsp.  hominissuis  supera 
significativamente  la encontrada en otros miembros del complejo avium. Así, el estudio de  las 
secuencias del  gen hsp65  y  la distribución de  ciertos polimorfismos de  secuencia  larga  (LSPs) 
revela una mayor diversidad que la descrita por otros autores.  
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RESUMEN 
El  género Mycobacterium  comprende  especies de  gran  importancia  sanitaria. Además 
del  complejo Mycobacterium  tuberculosis,  en  el que  se  encuadran  los  agentes  causales de  la 
tuberculosis  humana  y  animal,  hay  un  grupo  de  bacterias  conocido  como  “micobacterias 
ambientales”, “micobacterias atípicas” o “micobacterias no tuberculosas”, de  importancia cada 
vez  mayor.  El  grupo  más  relevante  de  estas  micobacterias  no  tuberculosas  es  el  llamado 
“complejo  Mycobacterium  avium”  (MAC).  Dicho  complejo  está  formado  por  dos  especies: 
Mycobacterium  intracellulare  y  Mycobacterium  avium,  estando  ésta  última  subdividida  en 
cuatro  subespecies:  Mycobacterium  avium  subsp.  avium,  Mycobacterium  avium  subsp. 
hominissuis,  Mycobacterium  avium  subsp.  silvaticum  y  Mycobacterium  avium  subsp. 
paratuberculosis (Map). La subespecie de mayor relevancia veterinaria es Map, agente causal de 
la paratuberculosis o enfermedad de Johne, y cuya posible implicación en el desencadenamiento 
de  la  enfermedad  de  Crohn  en  humanos  aún  está  bajo  estudio.  El  resto  de  miembros  del 
complejo  son  microorganismos  ubicuos  presentes  en  el  ambiente,  en  los  animales  y  en  el 
hombre  que,  de  forma  general,  no  causan  enfermedad  a  menos  que  el  hospedador  esté 
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inmunodeprimido.  La  presente  tesis  doctoral  ha  intentado  clarificar  algunos  de  los  aspectos 
relacionados con miembros de MAC menos estudiados hasta el momento en nuestro país. 
El primer estudio se realizó con el fin de determinar  la prevalencia de paratuberculosis 
en  poblaciones  de  vida  salvaje  y  animales  peridomésticos  en  España.  Las  tasas  de  infección 
encontradas  mediante  cultivo  bacteriológico  fueron  muy  bajas  (1,5%  en  jabalíes  y  1,1%  en 
gamos), en coincidencia con lo descrito en estas especies en otros países. Sin embargo, el hecho 
de  obtener  cultivos  positivos  a  partir  de muestras  de  gamo  y  jabalí  revela  la  existencia  de 
infecciones  por  Map  en  estas  poblaciones.  Por  otra  parte,  las  bajas  tasas  de  aislamiento 
observadas podrían ser debidas hasta cierto punto a una baja sensibilidad del método de cultivo 
(que  fue  mejorada  en  la  segunda  parte  del  muestreo),  conduciendo  por  tanto  a  una 
subestimación de  la  tasa de  infección  real.  La existencia de  individuos  infectados  y por  tanto 
potencialmente  excretores  de  la  bacteria  supone  un  factor  de  riesgo  para  otros  animales 
salvajes  y  para  explotaciones  de  rumiantes  domésticos.  De  especial  trascendencia  resulta  la 
capacidad de estos animales salvajes de recorrer grandes distancias de terreno (especialmente 
en el caso del  jabalí), ya que supone que pueden  introducir  la  infección en áreas  inicialmente 
libres de ella.  
Las  cepas  de  Map  pueden  agruparse  en  tipo  I  (ovino),  tipo  II  (bovino)  y  tipo  III 
(intermedio),  presentando  los  distintos  tipos  importantes  diferencias  en  su  fenotipo.  Los 
estudios incluidos en el segundo capítulo, destinados a caracterizar las cepas de Map aisladas a 
partir de muestras de ganado rumiante en España, ponen de manifiesto una distribución inusual 
de  los  subtipos  descritos,  especialmente  en  comparación  con  lo  observado  en  otros  países 
europeos. En el primer estudio, la dificultad en el aislamiento de ciertos tipos de cepas, unido a 
la  imposibilidad de  subdividir  los  aislados en  tipos  I,  II  y  III mediante PCR en  el momento de 
iniciar el trabajo hizo que los cultivos se clasificaran como pertenecientes a tipos I/III o a tipo II. 
Del total de 158 aislados de Map procedentes de bovino, ovino y caprino incluidos en el estudio, 
el  32,9%  se  incluyeron  en  los  tipos  I/III;  especialmente  relevante  fue  el  aislamiento  de  este 
subtipo no sólo a partir de muestras de pequeños rumiantes, sino también de bovinos, sin que 
pudiera demostrarse un  vínculo epidemiológico entre éstos  y poblaciones de  cabras u ovejas 
infectadas de paratuberculosis. Esto demuestra que cepas pertenecientes a los tipos I/III pueden 
mantenerse en poblaciones de bovino  sin  la presencia de pequeños  rumiantes en el entorno, 
poniendo de manifiesto  la ausencia de una especificidad absoluta por un hospedador de este 
grupo de aislados. De gran relevancia es también la asociación observada entre el aislamiento de 
cepas de tipo I/III y razas ganaderas autóctonas, confirmada en estudios posteriores.  
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El estudio de caracterización molecular de los aislados de Map procedentes de muestras 
españolas se completó aplicando técnicas de PCR capaces de diferenciar aislados de los tipos I y 
II, pero que no habían sido aplicados con anterioridad a cepas de tipo  III  (caracterizadas como 
tales mediante  la aplicación de electroforesis en  campo pulsado).  Los  resultados al evaluar  la 
presencia/ausencia  de  grandes  polimorfismos  (Large  Sequence  Polymorphisms,  LSPs)  y  la 
secuencia del gen de hsp65 confirmaron la mayor similitud de los aislados de tipo III con los de 
tipo I observada en otros estudios, ya que ambos tipos resultaban indistinguibles mediante estas 
técnicas. 
En  el  tercer  capítulo  se  intentó  abordar  una  de  las  consecuencias más  importantes 
derivadas de  la presencia de  la paratuberculosis  en una  explotación de  ganado de  abasto:  la 
posible  interferencia  con  las pruebas de diagnóstico de  tuberculosis. Teniendo en  cuenta que 
España  todavía  no  ha  alcanzado  el  estatus  de  oficialmente  libre  de  la  enfermedad  pero  está 
efectuando un importante esfuerzo para la erradicación de la tuberculosis bovina a través de su 
Plan Nacional,  la prioridad es  la detección del máximo número posible de animales  infectados. 
Por  ello,  los  trabajos  planteados  trataron  de  evaluar  el  impacto  de  la  paratuberculosis  en  la 
sensibilidad  de  los  test  de  tuberculosis.  La  evaluación  de  las  sensibilidades  de  las  pruebas 
diagnósticas de tuberculosis se realizó tomando el cultivo bacteriológico de M. bovis/M. caprae 
y Map como referencia. 
En  el  trabajo  realizado  en  un  rebaño  de  cabras  con  una  doble  infección  natural  por 
tuberculosis y paratuberculosis, la sensibilidad observada en todas las pruebas aplicadas para el 
diagnóstico  de  tuberculosis  fue menor  de  lo  esperado.  En  el  caso  de  las  pruebas  cutáneas 
(intradermotuberculinización simple y comparada) se detectó además un  importante descenso 
de la sensibilidad en los animales con una doble infección con respecto a los animales que sólo 
estaban  infectados por M. caprae. En  la especie caprina  la  tuberculosis  tiene una  importancia 
per se, pero además puede actuar como reservorio para los bovinos, por lo que los resultados de 
este estudio pueden tener una gran trascendencia, dada la relativamente elevada prevalencia de 
paratuberculosis observada en cabras en España. 
El  segundo  trabajo  incluido  en  el  tercer  capítulo  estaba  destinado  a  determinar  el 
posible  impacto de  la paratuberculosis en  la  sensibilidad del  test de detección de  Interferón‐
gamma  (IFN‐γ) en un rebaño bovino doblemente  infectado. Al  igual que en el caso anterior,  la 
sensibilidad  diagnóstica  observada  fue  menor  de  lo  esperado,  y  este  resultado  fue 
especialmente marcado en el caso de los animales con una doble infección en comparación con 
los  animales  infectados  sólo  por M.  bovis.  En  este  trabajo  también  se  evaluó  la  sensibilidad 
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aparente de un ELISA de detección de anticuerpos  frente a Map; de  forma sorprendente, esta 
técnica también fue menos sensible en el caso de animales doblemente infectados. De hecho, el 
estudio detallado de los resultados de estos animales (infectados simultáneamente por M. bovis 
y Map) en el test de IFN‐γ y en el ELISA de paratuberculosis reveló que la mayoría de individuos 
que  eran positivos  a una de  las  pruebas  eran negativos  a  la otra, poniendo de manifiesto  la 
compleja interacción existente entre ambas enfermedades. 
Por último, debido a la importancia creciente que está adquiriendo el complejo avium en 
salud  pública,  se  planteó  un  trabajo  que  evaluara  la  utilidad  de  distintas  técnicas  de 
caracterización molecular para  la comparación de aislados ambientales y cepas procedentes de 
muestras clínicas en un hospital. Dada la condición de saprofitos de algunos de los miembros de 
MAC y su ubicuidad, el objetivo del estudio fue determinar la significación clínica del aislamiento 
de  cepas de MAC  a partir de muestras no estériles,  y poder  evaluar  la posibilidad de que  se 
produjeran  infecciones  nosocomiales  en  pacientes  inmunosuprimidos.  En  este  sentido,  el 
aislamiento de una misma cepa de M. avium subsp. hominissuis a partir de todas  las muestras 
ambientales (procedentes de distintos lugares, y recogidas en momentos diferentes) constituye 
una  demostración  de  su  capacidad  de  colonizar  durante  largo  tiempo  los  sistemas  de 
canalización de agua,  lo que puede  tener una gran  importancia en el caso de hospitales. Esta 
misma cepa fue aislada de un 90,9% de  las muestras de orina analizadas y en un 45,4% de  las 
muestras  de  esputos,  mientras  que  no  creció  a  partir  de  ninguna  de  las  muestras  clínicas 
estériles  incluidas  en  el  estudio.  Esto,  unido  al  hecho  de  que mediante  criterios  clínicos  se 
concluyera  que  ninguno  de  los  pacientes  en  cuyas  muestras  se  aisló  esta  cepa  sufría  una 
infección por MAC, indicó claramente que lo más probable es que se estuviera produciendo una 
contaminación de dichas muestras con la cepa ambiental. La aplicación de las distintas técnicas 
moleculares  permitió  la  comparación  de  los  aislados  y  además  reveló  varias  particularidades 
inusuales de los aislados estudiados, tales como la ausencia del elemento IS1245 en un 81,4% de 
los mismos, o la aparición de una secuencia del gen hsp65 no descrita previamente en un aislado 
respiratorio. Todo ello constituye una evidencia más de la variabilidad existente en MAC y, más 
particularmente, en M. avium subsp. hominissuis,  lo que abre  la puerta a nuevos trabajos que 
permitan un conocimiento más profundo de su evolución y que contribuyan a la comprensión de 
las enfermedades a las que dan lugar.  
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SUMMARY 
Many  bacterial  species  of  great  sanitary  importance  belong  to  the  genus 
Mycobacterium. The most  important group  is  the Mycobacterium  tuberculosis complex, which 
includes  the  causative  agents  of  human  and  animal  tuberculosis;  besides,  there  are  other 
mycobacteria  known  as  “environmental  mycobacteria”,  “atypical  mycobacteria”  or  “non 
tuberculous mycobacteria”,  that have a rising  impact. The most  important group of  these non 
tuberculous mycobacteria  is the Mycobacterium avium complex (MAC). This complex  is formed 
by  two species: Mycobacterium  intracellulare and Mycobacterium avium, with  the  last species 
being subdivided in four subspecies: Mycobacterium avium subsp. avium, Mycobacterium avium 
subsp. hominissuis, Mycobacterium avium  subsp.  silvaticum and Mycobacterium avium  subsp. 
paratuberculosis (Map). The most important subspecies in animal health is Map, causative agent 
of  the  paratuberculosis,  also  known  as  Johne’s  disease,  and  whose  involvement  in  the 
pathogenesis of Crohn’s disease is still a controversial issue. The other members of the complex 
are  ubiquitous microorganisms  present  in  the  environment,  in  animals  and  in  humans  that 
usually do not cause disease unless the host  is  immunocompromised. This thesis was designed 
to address some of the issues related to MAC members that were understudied in our country.  
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The  first  study  was  performed  to  determine  the  prevalence  of  paratuberculosis  in 
wildlife and peridomestic animals in Spain. The infection rates obtained using bacteriology were 
very  low  (1.54%  in wild boars and 1.06%  in  fallow deer), which  is  in agreement with previous 
reports in these species in other countries of Western Europe. However, finding positive cultures 
from samples coming from wild boar and fallow deer reveals the presence of Map infections in 
these populations. On  the other hand,  the  low  recovery  rates observed  in our  study could be 
due in part to a low sensitivity of the culture method (which was improved in the second part of 
the  study),  thus yielding an underestimation of  the  true prevalence. Anyway,  the presence of 
infected animals and  therefore potential excretors of  the bacteria  represents a  risk  factor  for 
other wild animals and  for domestic  ruminant herds. The great mobility of  these  species and 
their  ability  to  cover  broad  distances  (especially  wild  boars)  makes  this  finding  particularly 
important, as they could introduce the disease in areas initially free of paratuberculosis.  
Map strains can be classified in type I (sheep strains), type II (bovine strains) and type III 
(intermediate).  These  types  show  important  differences  in  their  phenotypes.  The  studies 
performed to characterize Map isolates recovered from ruminant samples from Spain reveal an 
unusual distribution of the mentioned subtypes in our country, especially regarding reports from 
other European countries. Performing characterization techniques that need high quantities of 
bacterial DNA  is  difficult  in  some Map  isolates,  as  they  can  be  extremely  slow  growing Map 
strains. On  the other hand, at  the beginning of  this  study  there was no way of classifying  the 
isolates  in  types  I,  II and  III by means of PCR  techniques. Therefore  in  this work  isolates were 
classified as belonging to types I/III or  II. From all 158 Map  isolates cultured from cattle, sheep 
and goat samples  in this study, 32.9% were  included  in types  I/III; of special  importance  is the 
isolation of  this  subtype of  strains not only  from  small  ruminant  tissues, but also  from  cattle 
samples,  without  an  evident  epidemiological  link  between  these  and  goat  or  sheep  flocks 
infected  with  Map.  This  demonstrates  that  strains  belonging  to  type  I/III  can  maintain  the 
infection  in  cattle populations without  the  action of  small  ruminants,  therefore  revealing  the 
lack of an absolute specificity of host  in  this group of  isolates. The association  found between 
type I/III strains and native Spanish breeds, confirmed in later studies is also remarkable.  
The  molecular  characterization  analysis  of  Map  isolates  recovered  from  Spanish 
ruminants was completed using PCR techniques designed to distinguish between types I and II, 
but  that had not been previously  applied  to  type  III  strains. A higher  similarity was observed 
between types I and III after the examination of the presence or absence of several LSPs (Long 
Sequence Polymorphisms) and the analysis of the DNA sequence of the hsp65 gene. Both types 
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exhibit  the  same  LSPs  pattern  and  the  same  hsp65  sequevar,  different  from  those  of  type  II 
strains.  
The third chapter was aimed at the study of one of the most important consequences of 
the presence of Johne’s disease in a domestic ruminant herd: the potential interference caused 
by  paratuberculosis  in  tuberculosis  routine  diagnostic  tests.  Spain  has  not  yet  achieved  the 
Officially  Tuberculosis  Free  (OTF)  status,  but  has  an  ongoing  eradication  program  that  has 
reduced tuberculosis prevalences considerably. The priority  in  this program  is  the detection of 
the maximum  number  of  infected  animals.  This  is why  studies  included  in  this  chapter were 
focused  on  the  impact  of  paratuberculosis  in  the  sensitivity  of  tuberculosis‐diagnostic  tests. 
Evaluation of the sensitivities of the diagnostic tests under study was performed using bacterial 
culture as the gold standard.  
In the study carried out  in a goat flock with a natural mixed  infection with tuberculosis 
and  paratuberculosis,  sensitivity  of  all  diagnostic  tests  used  for  tuberculosis  diagnosis  were 
below  the  values  published  in  previous  reports.  Regarding  skin  tests  (single  intradermal 
tuberculin test and single intradermal cervical comparative test), a marked fall on the sensitivity 
was observed  in animals with a dual  infection compared to animals suffering only tuberculosis. 
Caprine tuberculosis is important per se, but also infected goats can act as reservoirs for cattle; 
therefore,  our  findings  may  have  a  great  impact,  taking  into  account  the  relatively  high 
paratuberculosis prevalence observed in goats in Spain. 
The second study  included  in the third chapter was designed to determine the possible 
effect of natural  co‐infection by M. bovis  and Map on  the performance of  Interferon‐gamma 
(IFN‐γ) detection assay  for  the diagnosis of  tuberculosis  in a bullfighting cattle herd. As  in  the 
report mentioned before, sensitivity of the tuberculosis diagnostic test was lower than expected, 
especially in animals with a dual infection (compared to animals infected only by M. bovis). The 
sensitivity  of  an  ELISA  for  the  detection  of  Map  specific  antibodies  was  also  assessed; 
surprisingly,  this  technique was  also  less  sensitive  in  animals with  a mixed  infection.  In  this 
sense,  a  precise  analysis  of  the  results  of  the  IFN‐γ  and  the  paratuberculosis  ELISA  in  these 
animals with a mixed infection (by M. bovis and Map) reveals that most of the positive animals 
in one test were negative to the other. This highlights the complex  interaction that might exist 
between the two diseases.  
Finally,  due  to  the  increasing  impact  of  the  avium  complex  in  Public Health,  another 
study  evaluating  the  usefulness  of  different  molecular  characterization  techniques  in  the 
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comparison of environmental and clinical MAC  isolates was performed  in a human hospital. As 
some MAC members are ubiquitous and can act as saprophytic bacteria,  the aim of  the study 
was to assess the clinical significance of MAC  isolation  in non‐sterile samples, and evaluate the 
risk of nosocomial  infections  in  immunocompromised patients.  In  this sense, the  isolation of a 
certain  M.  avium  subsp.  hominissuis  strain  from  all  environmental  samples  (coming  from 
different areas of  the hospital, and recovered at different  times) represents an evidence of  its 
ability  to colonize  the water distribution systems  for  long periods of  time, which could have a 
major importance in hospitals. The same strain was isolated in 90.9% of the urine samples and in 
45.4% of  the  sputum  samples, but was not  recovered  from any of  the  sterile  clinical  samples 
included  in  the  study  (that yielded different MAC  strains). This,  together with  clinical  findings 
indicating  that  none  of  the  patients  in whose  samples  the  environmental  strain was  isolated 
were suffering a MAC infection, pointed out the hypothesis of a contamination of the non‐sterile 
clinical samples with the environmental strain. The use of the molecular techniques allowed the 
comparison  of  the  isolates,  and  also  revealed  several:  the  absence  of  the  IS1245  element  in 
81.4% of the M. avium subsp. hominissuis isolates analyzed, as well as a new hsp65 sequevar in a 
strain  recovered  from  a  respiratory  sample. Our  findings  demonstrate  the  genetic  variability 
present  in  MAC,  and  more  precisely  in  M.  avium  subsp.  hominissuis.  This  suggests  the 
convenience  of  performing  new  molecular  studies  that  provides  a  greater  insight  into  the 
evolution of MAC, and contributes to the understanding of the diseases due to its members.  
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